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1. PRESENTACIÓN
La presente tesis doctoral está estructurada como un trabajo
científico original pendiente de ser aceptado para su publicación.
La memoria se fundamenta en la presentación de los resultados de
este artículo. El artículo versa sobre los marcadores inflamatorios y de
estrés oxidativo hallados en distintos fenotipos de pacientes
diagnosticados de EPOC con similar grado de obstrucción utilizando
como grupo control a pacientes fumadores sanos.
El tema de esta tesis doctoral se enmarca dentro de la línea de
investigación desarrollada en los últimos años en la Sección de
Neumología y la Unidad de Investigación del Hospital General
Universitario de Guadalajara.
Los estudios llevados a cabo en esta tesis doctoral han sido realizados
en el Laboratorio de Fisiopatología Respiratoria y la Unidad de
Investigación de la Sección de Neumología del Hospital Universitario
de Guadalajara.
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4. EXPERIENCIA DEL EQUIPO INVESTIGADOR SOBRE EL TEMA DE ESTUDIO:
La Sección de Neumología del Hospital Universitario de Guadalajaro
ha trabajado ampliamente en el campo de la enfermedad pulmonar
obstructiva crónica (EPOC), tanto en ensayos clínicos (fase II, III y IV),
como en estudios epidemiológicos (El Dr Izquierdo ha sido el
responsable nacional del estudio ¡DENTEPOC y eS representante
español del proyecto Confronting COPD) y en estudios inmunoiógicos
(en colaboración con el departamento de Inmunología de la
Universidad de Alcalá de Henares), También ha desarrollado estudios
dirigidos a conocer mejor las características fenótípicas de la EPOC,
algunos como colaborador en los Laboratorios Meakins Christíe de la
Universidad McGill de Montreal.
La Dra Trinidad Parra Cid es la responsable del laboratorio de la
Unidad de investigación del Hospital Universitario de Guadalajara. En
Diciembre de 2002 esta Unidad ha sido reconocida de forma oficia!
(evaluación de ANEP, D.O.C.M. Núm. 154, 11 Diciembre de 2002)
como Grupo Consolidado de Investigación, con el nombre de
"Grupo para el Estudio de la Respuesta Inflamatoria/Balance
Oxidativo. Bases Celulares y Moleculares".
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5. INTRODUCCIÓN
La EPOC se caracteriza por una limitación progresiva y poco
reversible al flujo aéreo debido a la presencia de bronquitis crónica
y/o enfisema. Esta enfermedad es causada fundamentalmente por
una reacción anómala frente al humo del tabaco en personas
susceptibles (1). La EPOC se caracteriza por una respuesta
inflamatoria crónica en el tejido pulmonar. Esta enfermedad está
asociada a un cambio desde una respuesta inflamatoria
autolimitada, principalmente iniciada por la inhalación de humo de
tabaco, a una respuesta inflamatoria crónica persistente después de
una interacción prolongada con el consumo de cigarrillos. La
extensión de la reacción inflamatoria está relacionada con la
gravedad de la enfermedad (2).
A pesar de muchos años de investigación los procesos
fisiopatológicos que llevan a una persona a desarrollar esta
enfermedad están pobremente definidos. En 1977 Fletcher y Peto (3)
definieron la EPOC como un proceso que se caracterizaba por una
limitación crónica al flujo aéreo y un estado hipersecretor de las vías
respiratorias con una fuerte relación con el consumo de tabaco.
Desde entonces, la obstrucción crónica e irreversible es un distintivo
común en todas las definiciones que han sido elaboradas por la British
Thoracic Society, la European Respiratory Society y la American
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Thoracic Society (4-6). No es hasta hace unos pocos años en los que
la respuesta inflamatoria de los pulmones a partículas nocivas, en
especial, al humo del tabaco, se convierte en un campo importante
de investigación necesario para comprender el progreso de la
enfermedad y el desarrollo de nuevas terapias para la EPOC (7), La
inflamación crónica del tejido pulmonar también se asocia a efectos
sistémicos, A pesar de existir un consenso general de que la
inflamación crónica es un proceso característico de esta
enfermedad, sorprendentemente sabemos poco de lo que concierne
a los mecanismos patogénicos que subyacen,
En los últimos años pocas enfermedades han supuesto un problema
de salud pública mundial equiparable al de la EPOC. La incidencia y
prevalencia de esta enfermedad ha aumentado en los últimos años.
Esta enfermedad inflamatoria de las vías respiratorias y del tejido
pulmonar, tiene asociada una elevada morbimortalidad, de tal modo
que, según estimaciones de la Organización Mundial de la Salud
(OMS), causa la muerte a casi tres millones de personas cada año (8).
Así, en la actualidad, la EPOC se sitúa como la quinta causa de
muerte en España y en el resto del mundo, únicamente por detrás de
las enfermedades coronarias, las cerebro-vasculares y las neoplasias,
pero la OMS advierte de que en el 2020 ya se habrá convertido en ía
tercera causa de defunción y en la quinta enfermedad más
frecuente. Además, a ello debemos añadir las repercusiones
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laborales, sanitarias y socioeconómicas de esta enfermedad. En
nuestro país la EPOC ocasiona un 35% de las incapacidades laborales
definitivas y es responsable de un 7% de los ingresos hospitalarios, lo
que la convierte en un auténtico problema de salud pública (9-11).
La EPOC ha sido reconocida como una enfermedad heterogénea
(12). Comprende una variedad de manifestaciones tales como
bronquitis, bronquiolitis y enfisema (13). Los cambios inflamatorios
están presentes en la vías aéreas proximales (14) así como en las
periféricas y ei parénquima pulmonar (15). Estudios realizados sobre
pulmones extraídos después de una cirugía torácica o postmortem de
pacientes con EPOC, indican que los bronquiolos son el principal lugar
donde se localiza la obstrucción de las vías aéreas (16,17). Sin
embargo, el enfisema también puede contribuir a la limitación al flujo
aéreo (18). Tanto la bronquiolitis como el enfisema pueden estar
ambos presentes en los pacientes con EPOC y su contribución relativa
a la obstrucción al flujo aéreo varía de un paciente a otro.
La tos y expectoración que definen la bronquitis crónica es el
resultado de una respuesta inmune innata a partículas tóxicas y gases
inhalados cuyo principal origen es ei humo de tabaco. En la bronquitis
crónica existe una inflamación del epitelio de las vías aéreas centrales
y de las glándulas productoras de moco (19). Esta inflamación de ias
vías aéreas se asocia con un incremento en la producción de moco.
10
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disminución del aclaramiento mucociliar y un incremento de la
permeabilidad de la barrera epitelial. Todavía no es segura la
contribución de la hipersecreción de moco a la limitación al flujo
aéreo en la EPOC, parece que contribuye poco en los estadios
iniciales de la enfermedad, puesto que la producción de moco en
fumadores con función pulmonar normal no parece que pueda
predecir el posterior desarrollo de la EPOC (20). Sin embargo, la
hipersecreción mucosa podría contribuir en el estadio último de la
enfermedad debido a un incremento en el número de
exacerbaciones que es posible que acelere la caída del FEVi. La
hipersecreción crónica de moco puede ser un reflejo de la respuesta
inflamatoria de las glándulas submucosas (21). Las células
inflamatorias liberan proteasas que son potentes secretagogos de
moco (22). Los oxidantes derivados del humo del tabaco y liberados
por los leucocitos también se han relacionado con la producción de
moco (23).
El enfisema se define como un aumento de los espacios aéreos
distales, más allá de los bronquiolos terminales, causados por la
destrucción de las paredes alveolares (24). La destrucción del tejido
pulmonar reduce el flujo máximo espiratorio al disminuir las fuerzas de
retracción elásticas. El enfisema centrolobular o centroacinar es el
tipo de enfisema que más se asocia al consumo de tabaco. El
11
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enfisema panlobular o panacinar, que se relaciona más con una
deficiencia de ai-antitripsina. resulta en una destrucción y dilatación
aún mayor de todo el acino. Se ha sugerido que tanto uno como otro
están presentes en la enfermedad grave y el tipo centroacinar se
asociaría más con la obstrucción grave de las pequeñas vías aéreas
(25). Sólo el 40% de los fumadores con un elevado consumo de
tabaco desarrollan una destrucción importante del parénquima
pulmonar debido al enfisema aunque también se ha descrito la
existencia de enfisema en algunos pacientes que tienen una función
pulmonar normal (2ó).
La región en la que se localiza la mayor obstrucción en la EPOC son
las pequeñas vías aéreas de conducción, menores de 2 mm de
diámetro (15). Existen estudios que han demostrado que hay
anormalidades estructurales en las pequeñas vías aéreas en
fumadores sin EPOC. La inflamación y la fibrosis peribronquial
contribuyen a una obstrucción permanente de las pequeñas vías
aéreas y a la destrucción de los anclajes alveolares sobre las paredes
alveolares de las pequeñas vías aéreas que también pueden
contribuir a la limitación al flujo de aire (19).
Aunque siempre predomina una entidad sobre la otra, con mucha
frecuencia ambos tipos de EPOC aparecen entremezclados y
muchas veces es difícil clasificar al paciente en bronquitis crónica o
12
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enfisema. La falta de uniformidad, en base a alteraciones histológicas
y mecanismos patogénicos diferentes, dificulta el estudio de esta
enfermedad ya que no se comporta como una entidad única. Esta
falta de uniformidad se ve reflejada en las manifestaciones clínicas de
los pacientes pudiendo encontrar para valores similares de FEV1
diferentes patrones de deterioro funcional, manifestaciones clínicas,
respuestas terapéuticas, número de exacerbaciones y calidad de
vida.
Los investigadores llevan años estudiando las diferencias
fisiopatológicas entre los distintos fenotipos de pacientes con EPOC,
Estas investigaciones se han basado en el estudio de las diferencias
histológicas y funcionales. Las características fisiológicas del enfisema
difuso son secundarias a la pérdida de tejido conectivo que afecta
tanto a las fuerzas de retracción elástica y al área de superficie
pulmonar que está disponible para el intercambio de gases. Las
fuerzas de retracción elásticas disminuyen al máximo en el enfisema
panacinar mientras que la pérdida de superficie alveolar ocurre tanto
en el enfisema centroacinar como en el panacinar. Esto supone un
cierre prematuro de las vías aéreas durante la espiración pero no
durante la inspiración. Esto lleva a un aumento de la capacidad
residual funcional, disminuyendo la capacidad ínspiratoria y
alteraciones en la mecánica respiratoria, empeorando con el
13
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ejercicio. Durante la espiración se produce el cierre de las vías aéreas
a volúmenes pulmonares altos traduciéndose en atrapamiento aéreo
e hiperinsuflación pulmonar (27-32).
A su vez, en pacientes con predominio de enfisema la difusión de
monóxido de carbono (CO) corregida para volumen alveolar (VA)
está disminuida comparado con los pacientes con predominio de
bronquitis crónica en los que no se encuentra alterada (Tabla 1).
En la actualidad, la principal hipótesis para explicar el daño en el
parénquima pulmonar y en las vías aéreas se basa en la respuesta
inflamatoria y el aumento del estrés oxidativo, tanto a nivel local
como sistémico (33). El resultado final es la limitación al flujo aéreo
debido a la lesión de la pequeña vía aérea (bronquiolitis obstructiva)
y a la destrucción y pérdida del parénquima pulmonar (enfisema).
Varias técnicas se han utilizado para el estudio y posible
cuantificación de la inflamación. Se han utilizado técnicas invasivas
como la fibrobroncoscopia con biopsia de la pared bronquial y/o
lavado broncoalveolar (34) con análisis del componente celular y de
los marcadores solubles. El análisis del esputo inducido, una técnica
menos invasiva, ha sido origen de muchas investigaciones con la
misma finalidad (35). Se han analizado también los marcadores
inflamatorios en plasma (36) y orina (37), que probablemente reflejan
mejor la inflamación sistémica que la pulmonar. Recientemente se ha
14
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centrado la investigación en el estudio del condensado de aire
exhalado que constituye otra técnica complementaria
completamente no invasiva que ha sido utilizada con el mismo
propósito (38).
El proceso inflamatorio crónico en la EPOC difiere claramente del que
vemos en el asma, con diferentes células inflamatorias, mediadores,
efectos inflamatorios y respuestas al tratamiento (39).
Los estudios histopatológicos muestran que la mayor parte de la
inflamación se localiza en las vías aéreas periféricas (bronquiolos) y el
parénquima pulmonar. Los bronquiolos se obstruyen por la fibrosis y la
infiltración de macrófagos y linfocitos T. Existe una destrucción del
parénquima pulmonar y un incremento del número de macrófagos y
de linfocitos T, especialmente del tipo CD8+ (40,41). Los estudios que
se basan en biopsias bronquiales, lavado broncoalveolar y esputo
inducido encuentran hallazgos similares y un aumento en el recuento
de neutrófilos (42-44). Los eosinófilos no suelen estar aumentados
excepto en las exacerbaciones o en pacientes que además tienen
un asma asociado (45,46).
•
•
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Duración LFA
Reversibilidad
CPT
DLCO
DLCO/VA
Fuerza retracción
elástica
Distensibilidad
Asma
Episódica
Importante
N o f
N
N
N
T
EPOC-B
Persistente
A menudo
presente
N
N
N
N
t
EPOC-A
Persistente
Escasa
T
1
i
í
TT
Tabla 1. Diferencias funcionales entre pacientes diagnosticados de
asma, EPOC con predominio de bronquitis crónica y enfisema
panacinar. LFA; limitación al flujo aéreo. EPOC: enfermedad pulmonar
obstructiva crónica. CPT: Capacidad pulmonar total. DLCO:
Capacidad de difusión de monóxido de carbono. VA: volumen
alveolar. EPOC-B: Pacientes diagnosticados de EPOC con predominio
de bronquitis crónica. EPOC-A: Pacientes diagnosticados de EPOC
con predominio de enfisema panacinar (32).
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Los mediadores inflamatorios implicados en la EPOC están peor
definidos que en el asma. La concentración de leucotrieno B4 (LTB4),
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 8 (IL-8) están
aumentados en el esputo de los pacientes con EPOC (44, 47).
Probablemente exista una compleja interacción entre las células y los
mediadores que dé como resultado los cambios progresivos en las
vías aéreas y la destrucción del parénquima pulmonar. Los
macrófagos parece que juegan un papel muy importante ya que son
hasta 10 veces más numerosos que en una persona sana. Estas
células posiblemente sean activadas por el humo del tabaco
liberando LTB4 e IL-8 que actúan como factores quimiotácticos de
neutrófilos. Los macrófagos también liberan proteasas, responsables
de la destrucción del parénquima pulmonar, y estimulan la secreción
de moco. El papei de las células T citotóxicas no esta claro, pero
pueden estar implicadas en la apoptosis y destrucción de las células
epiteliales que forman la pared del alvéolo mediante la liberación de
perforinas y TNF-a (48).
Otra de las hipótesis que explica la destrucción del parénquima
pulmonar es el desequilibrio entre proteasas y antiproteasas, Se han
centrado las investigaciones en la elastasa de neutrófilos. la
proteinasa 3, las catepsinas y metaloproteinasas de matriz, pudiendo
todas ellas producir enfisema en los estudios de experimentación
animal (49). En la EPOC el balance parece claramente estar a favor
17
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de un incremento en la proteolisís, tanto por un aumento de las
proteasas como por una deficiencia de antiproteasas (cci-antitripsina,
elafina e inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de matriz). Se
han encontrado concentraciones elevadas de metaioproteinasas de
matriz en el lavado broncoalveolar así como un aumento de la
actividad y expresión en macrófagos alveolares de la
metaloproteinasa-1 (colagenasa) y 9 (gelatinosa B) en pacientes
diagnosticados de enfisema. Incluso en modelos de experimentación
animal con ratones se ha conseguido evitar el desarrollo del enfisema
mediante la supresión del gen que codifica la metaioproteínasa de
matriz-12, Habitualmente estas enzimas son contrarrestadas por las
antiproteasas destacando la a l antitripsina y los inhibidores tisulares de
las metaloproteinasas de matriz. Normalmente en los pacientes que
desarrollan EPOC la producción de antiproteasas puede ser
inadecuada para antagonizar los efectos de las múltiples
proteasas(50-58).
Existen evidencias de que el estrés oxidativo juega un papel
importante también en la patogenia de la EPOC. Se ha demostrado
un aumento del peróxido de hidrógeno y del 8 isoprostano.
marcadores de estrés oxidativo, en el condensado exhalado de los
pacientes con EPOC, especialmente durante las exacerbaciones. El
aumento del estrés oxidativo puede activar el factor de transcripción
18
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nuclear-/cB, que activa los genes para la síntesis de TNF-a, IL-8 y otras
proteínas proinffamatorias. Las especies de oxígeno reactivo (ROS)
procedentes del humo del tabaco y de las células inflamatorias
también van a producir daño del tejido pulmonar alterando la
relación proteasas-antiproteasas, activando el factor nuclear
 t.B y
aumentando la producción de isoprostanos (59-03).
Actualmente se tienen más evidencias sobre la existencia de una
comunicación entre los mecanismos patogénicos en el
compartimiento pulmonar y el resto de tejidos, lo que nos lleva al
concepto de la EPOC como una enfermedad sistémica (ó4). Existe un
aumento en los niveles de marcadores inflamatorios (citoquinas y
reactantes de fase aguda) a nivel sistémico en los pacientes con
EPOC estable. En las reagudizaciones la concentración de estos
marcadores tanto a nivel local como en el plasma de los pacientes
con EPOC aumenta aún más que en la fase estable. Se sabe que
estos niveles elevados permanecen aumentados incluso cuando las
personas con EPOC dejan de fumar, si bien es cierto que, aunque no
llegan a normalizarse respecto a una persona fumadora que no haya
desarrollado limitación crónica al flujo aéreo, sí que disminuyen si se
abandona el consumo de tabaco (77).
Aunque el curso de la inflamación está determinado por el balance
entre mediadores pro y antiinflamatorios, en la EPOC se ha prestado
19
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una especial atención a los primeros. Todavía tienen que ser
aclaradas cuales son las principales causas de la inflamación
sistémica en este tipo de pacientes (65).
La inflamación sistémica en los pacientes con EPOC está siendo
reconocida como un factor de riesgo para una gran variedad de
complicaciones que incluyen la arterioesclerosis (66), caquexia (67),
anorexia (68) y osteoporosis (69). Todas estas complicaciones pueden
verse en los pacientes con EPOC (70-75). En resumen, los datos que
disponemos hasta el momento apoyan que la inflamación sistémica
está presente en este tipo de pacientes, Estos hallazgos pueden
explicar, al menos en parte, la gran prevalencia de caquexia,
osteoporosis y enfermedades cardiovasculares entre estos pacientes.
Se ha observado también un descenso más rápido de la función
pulmonar en aquellos pacientes con EPOC que presentan
marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo elevados tanto a nivel
local como sistémico (76). Sería bueno en futuros estudios analizar de
manera prospectiva si la atenuación de la inflamación sistémica
puede modificar el riesgo de estas complicaciones en los pacientes
con EPOC (77).
Sin embargo, la mayoría de los estudios realizados hasta el momento
que han analizado el papel que juegan los marcadores inflamatorios
y el estrés oxidativo no han tenido en cuenta los distintos fenotipos de
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EPOC a pesar de que se trata de una enfermedad heterogénea con
diferentes grados de afectación de la vía aérea, parénquima y
repercusión sistémica. De hecho, pacientes con el mismo nivel de
limitación al flujo aéreo pueden presentar diferencias en las
manifestaciones clínicas, el deterioro de lo función pulmonar y la
comorbilidad. El clásico fenotipo de abotargado azul y de soplador
rosado es una imagen real de la práctica clínica diaria, a pesar de
que el grado de solapamiento a menudo dificulta el uso de estas
características clínicas para guiar el cuidado de estos pacientes (78-
81).
El hacer un esfuerzo para diferenciar los distintos fenotipos que forman
la EPOC podría, al menos en teoría, ser de utilidad a la hora de
decidir cuál es la mejor opción terapéutica, así como definir mejor la
historia natura! de la enfermedad. No deberíamos enfocar el manejo
clínico de igual modo en un paciente con EPOC que presente un
gran componente inflamatorio, con ausencia de cambios
destructivos en el parénquima pulmonar y reversibilidad a la
obstrucción, que en otro paciente con escaso componente
inflamatorio, gran componente fibrótico y destrucción del
parénquima pulmonar.
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5.7 Antecedentes y estado actual del tema.
En la EPOC los mecanismos celulares son distintos a los que vemos en
otras enfermedades que también cursan con limitación al flujo aéreo,
como es el caso del asma (26, 82). Esta característica puede explicar,
al menos en parte, porqué los fármacos antiinflamatorios, como los
corticoides inhalados, no reducen la respuesta inflamatoria en
pacientes con EPOC. Una mejor comprensión o conocimiento del
proceso inflamatorio que subyace a esta enfermedad permitiría un
uso más racional de la terapia así como eí desarrollo de nuevos
fármacos.
El interés en el conocimiento de los marcadores inflamatorios en la
EPOC ha aumentado en los últimos años. Las características que
debe cumplir un marcador ideal son las siguientes: a) identificar a
aquellos pacientes que son más susceptibles de desarrollar la
enfermedad; b) reflejar el grado de inflamación pulmonar, así como
la gravedad; c) ser reproducible en condiciones clínicas estables; d)
ser fácil de obtener (no invasivo) ¡o que permite múltiples mediciones
en estudios longitudinales; e) ser útil para monitorizar la respuesta al
tratamiento; f) y de valor pronóstico.
Monitorizar la inflamación puede ser de utilidad en el seguimiento de
los pacientes con EPOC y para guiar el tratamiento. Para el estudio
de la inflamación en las enfermedades pulmonares se han utilizado
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técnicas como el estudio de lavado broncoalveolar y/o de biopsias
obtenidas a través de un broncoscopio. El problema de estas
técnicas es que son invasivas, pudiendo artefactar el resultado del
análisis. El análisis del esputo inducido también se ha utilizado aunque
podría ser definida como una técnica semünvasiva al introducir en la
vía aérea una solución salina que podría desencadenar por sí misma
una reacción inflamatoria. Otros métodos como el análisis de
marcadores inflamatorios en el plasma y orina podrían encontrar
cambios determinados por las manifestaciones sistémicas de la
enfermedad más que reflejar inflamación de las vías aéreas (83).
El estudio de los marcadores inflamatorios en el aire exhalado han
tenido un gran interés en los últimos años, puesto que se trata de una
prueba no invasiva en la que los resultados no pueden ser
artefactados por el uso de fármacos (por ejemplo anestésicos),
agentes mecánicos (pinza de biopsia), o químicos (suero salino
hipertónico). Se han analizado sustancias contenidas tanto en la fase
volátil (NO, CO, N2), como en la fase líquida. El término recomendado
para la fase no volátil es el de condensado de aire exhalado (CAE).
La medición del óxido nítrico (NO) ha demostrado ser de utilidad en
los pacientes con asma para monitorizar la inflamación en la vía
aérea, pero su utilidad es dudosa en los pacientes diagnosticados de
EPOC, ya que la mayoría de estos pacientes son fumadores activos y
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se sabe que las personas que fuman presentan niveles elevados de
NO. EL CAE está formado principalmente por vapor de agua pero
también contiene partículas aerosolizadas (83-89),
El análisis de los marcadores inflamatorios en el CAE puede ser de
utilidad para monitorizar la inflamación de los pacientes con EPOC
(90). Al ser un método no invasivo puede ser adecuado en los
estudios longitudinales y para valorar la respuesta a la terapia
farmacológica. El análisis de determinados marcadores inflamatorios
puede ser de utilidad en el diagnóstico diferencial de algunas
enfermedades inflamatorias del pulmón, así como para fenotipar
distintos grupos dentro de una misma entidad nosológica. Sin
embargo, esta técnica todavía no es de utilidad en la práctica
clínica ya que todavía existen aspectos metodológicos que deben
ser aclarados y validados.
Al realizar el análisis del condensado hay varios factores que deben
tenerse en cuenta: el primero es que la concentración de sustancias
es muy baja, el segundo es que su composición es muy compleja, y
desconocemos la proporción de marcadores que corresponden al
tracto respiratorio inferior, y a su vez cuales de estos componentes
pueden interaccionar químicamente, descomponerse y formar
nuevos productos (91).
24
Carlos Almonacid Sánchez: Tesis Doctoral
Otro aspecto a tener en cuenta es que debemos predefinir el
marcador que queremos estudiar, ya que, hasta la fecha, no existe
ningún sistema que nos permita realizar un análisis completo de todas
las sustancias no volátiles que forman parte del CAE. Las técnicas de
ELISA han demostrado ser válidas en suero para el estudio de los
diferentes productos del metabolismo del ácido araquidónico, como
las prostaglandinas y los leucotrienos, sin embargo, los valores
hallados en el CAE en diferentes estudios se encuentran muy
cercanos al umbral de detección.
La mayor ventaja de este sistema es que el condensador es
relativamente barato y los reactivos están disponibles en la mayoría
de los laboratorios. No obstante, hay diferencias considerables en la
calidad de los reactivos de los distintos fabricantes, e incluso en los
distintos lotes de un mismo producto. Como norma general podemos
decir que la mayoría de los equipos de inmunoanálisis disponibles son
sólo parcialmente adecuados para el análisis del CAE. Para
mediciones totalmente fiables, especialmente si queremos
estandarizar el método, se debe usar la espectrometría de masas o la
cromatografía de gas o líquido (GS/MS o LC/MS).
En los últimos años se han hecho esfuerzos para estandarizar la
técnica habiéndose duplicado el número de publicaciones sobre el
condensado de aire exhaladocada año desde 1999 y recientemente
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se han elaborado unas recomendaciones metodológicas por las
Sociedades Europea de Respiratorio y de Tórax Americana (92).
5.2 Fundamentos de la técnica
La obtención de muestras de! condensado del aire espirado es muy
sencilla, independientemente de que se trate de un dispositivo
comercializado o casero. El mecanismo de acción es muy similar en
todos los dispositivos y puede resumirse como detallamos a
continuación, El paciente tiene que respirar a través de un dispositivo
bucal o mascarilla facial como lo hace normalmente, es decir, a
volumen corriente. El sistema está formado por dos válvulas
unidireccionales, una que permite la inspiración y otra la esp.ración,
evitando así la reinhalación del aire espirado. El aire pasa a través de
un tubo que conecta la boquilla con el condensador. El aire que
penetra en el condensador es enfriado a temperaturas por debajo
de los cero grados condensándose el vapor de agua y
depositándose en las tuberías de conducción del condensador El
aire circulante que no es condensado abandona el condensador a
través de una válvula unidireccional. El material obtenido se recupera
al finalizar la prueba, depositándose el material recogido en un
sistema de almacenamiento, tanto en fase sólida (hielo) como
líquida. La muestra obtenida es dividida inmediatamente en alícuotas
para su posterior análisis e inmediatamente son congeladas a
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temperaturas inferiores a -20 - C, siendo recomendables -70 a -802 C
para evitar que los componentes volátiles de las muestras se alteren.
Mascarilla con válvula
de flujo unidireccional
Tubo recalentado para
evitar que condense el
aire antes de tiempo
Aire espirado
tase gaseosa
Cámara de enfriado
Condensador
Sistema de recogida y
almacenaje del condensado
Figura 1: Representación esquemática del sistema de recogida del
condensado exhalado de gases
Los condensadores pueden dividirse en dos grandes grupos:
comerciales y caseros. Existen varias diferencias en el diseño de estos
equipos, en ei material de las tubuladuras y los sistemas de
almacenamiento (teflón o propietileno). la longitud y diámetro de los
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sistemas de conducción, la existencia de cámaras de cristal de doble
pared y el sistema de refrigeración que puede ser hielo seco o
húmedo, nitrógeno líquido, aire frío o metal, (92)
Los dispositivos comercializados, como el de Jaeger, no han
demostrado que sean mejores que los caseros y son mucho más
caros. Los datos publicados son similares utilizando ambos sistemas
(83). En un estudio realizado que comparaba un dispositivo casero
(Tubuladura de tygon sumergida en hielo) con un dispositivo
comercializado (tubuladura de metal laminado recubierta de teflón
refrigerado a -20gC) no se encontraron diferencias en la medición de
moléculas malonüdialdehído (MDA), hexanal, heptanal o nonanal
(93).Otro punto en contra de los dispositivos comercializados es el
coste económico que limita su uso a unos pocos íaboratorios.
Sobre el origen del condensado existen evidencias que sugieren que
fas sustancias no volátiles del tracto respiratorio inferior pueden ser
transportadas en el aire exhalado en forma de aerosol. Sin embargo,
no se conoce de forma precisa el mecanismo por el cual pequeñas
cantidades del fluido que recubre la vía aérea son aerosolizadas
durante la respiración. Posiblemente está en relación con la
turbulencia que se genera en ciertos sectores del árbol
traqueobronquial y/o con la apertura brusca de los bronquiolos
respiratorios y alvéolos durante la inspiración (92, 94). Es necesario
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tener en cuenta que ciertas enfermedades pueden alterar el
volumen y la viscosidad del fluido, así como el calibre y turbulencia en
la vía aérea (95) (figura 2).
Formación del aerosol
Vaporización
/
Acino
Figura 2. Esquema que representa la adhesión de moléculas no
volátiles de la superficie de las vías aéreas a la corriente cargada de
vapor de agua que circula a través de las vías aéreas.
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E! condensado está formado por varios componentes, siendo e!
principal componente ef vapor de agua que representa el 99% de la
muestra obtenida. Sólo una pequeña parte del condensado contiene
moléculas no volátiles. Durante la obtención del CAE el aire espirado
pasa a través de un refrigerador, enfriando el vapor de agua y
obteniendo una fase líquida o sólida dependiendo de la temperatura
alcanzada. Por el momento se desconocen los mecanismos por los
que las sustancias no vofátiles son añadidas al condensado.
Existen pocos trabajos publicados sobre la procedencia de las
moléculas que forman parte del condensado. Se desconoce qué
proporción de marcadores corresponde al tracto respiratorio inferior
(tráquea, bronquios, bronquiolos y alvéolos), ya que algunas de las
sustancias analizadas también se encuentran presentes en el tracto
respiratorio superior. Se ha demostrado que las concentraciones de
peróxido de hidrógeno dependen del flujo de aire lo que sugiere que
en parte se originan en las vías de conducción (96). Esto no se ha
demostrado en los niveles de adenosina, MDA, ni de pH en el
condensado(97). Se han realizado estudios en los que se mide la
concentración de la urea y otros electrolitos estimando que el fluido
respiratorio representa entre el 0.01% y el 2% del volumen total del
condensado (98-99). Otros estudios han comparado muestras
obtenidas utilizando un dispositivo bucal con y sin pinzas nasales, no
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encontrando diferencias significativas en las concentraciones de
adenosina, tromboxano B2 y valores del pH (100,101). En otros estudios
que comparaban muestras obtenidas a través de un traqueostoma y
otras respirando por la boca encontraron niveles similares de peróxido
de hidrógeno y de 8 isoprostano (102-104), Estos resultados sugieren
que el origen de los productos no volátiles son las vías aéreas
inferiores, al menos para este tipo de moléculas. No obstante, las
concentraciones de amonio eran menores en las muestras obtenidas
a través de un traqueostoma lo que sugiere que gran parte del
amonio procede de las vías aéreas superiores u orofaringe. Así pues,
el origen variará dependiendo de la molécula que estudiemos, no
pudiendo estar seguros al 1007o de que su origen es pulmonar,
pudiendo influir en los resultados enfermedades de la boca y
nasofaringe. Los resultados de las mediciones del pH también pueden
verse alterados en aquellos pacientes que padecen reflujo
gastroesofágico.
5.3 Factores que influyen en la obtención deí condensado
Algunos autores han propuesto el uso de pinzas nasales para
minimizar al máximo una posible contaminación de la muestra por
marcadores procedentes de la nasofaringe argumentando que
durante la inhalación a través de la nariz el aire es humidificado en las
vías aéreas superiores y los marcadores que se originan en la nariz o
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en los senos es más probable que entre en las vías aéreas inferiores.
En estudios realizados en personas sanas comparando ambos
métodos no se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de adenosina, tromboxano B2 y amonio (100). En
pacientes con inflamación de la vía aérea superior se encontraron
concentraciones mayores de adenosina en aquellos pacientes en los
que se recogió la muestra inhalando a través de la nariz y exhalando
a través de la boca que en aquellos que inhalaban y exhalaban a
través de la boca (100). El uso de pinzas nasales puede prevenir la
inhalación o exhalación de aire por la nariz y por tanto el riesgo de
que la muestra se contamine.
El uso de una resistencia mientras se realiza también puede ser de
utilidad según algunos autores ya que hace que el paladar blando
cierre la comunicación con la nasofaringe evitando que el aire
arrastre los mediadores presentes en la nariz y en los senos nasales, Por
un lado, el uso de pinzas nasales como ya comentamos previamente
puede minimizar la aerosolizacion de partículas procededentes de la
nasofaringe, pero los gases que se forman en esta zona, como es el
caso del óxido nítrico (NO) pueden ser arrastrados en el aire exhalado
a pesar del uso de pinzas nasales si no utilizamos una resistencia. Sin
embargo, el uso de una resistencia entre el sujeto y el condensador
implicaría un mayor esfuerzo por parte del paciente y durante la
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inspiración el velo del paladar no permanecería cerrado, lo que
evitaría una posible contaminación de la muestra. Un grupo que
utilizó una resistencia encontró una mejor reproducibilidad en la
medición de nitritos (118). Sin embargo en la última revisión del tema
todavía no recomiendan el uso de una resistencia para cerrar el velo
del paladar (92).
Debido a ío que previamente hemos argumentado, desde el punto
de vista técnico, antes de comenzar con la recogida, el sujeto debe
estar en reposo durante 15 minutos, debemos limpiar la nariz de
secreciones y enjuagar la boca para evitar en la medida de lo
posible la contaminación de la muestra por mediadores procedentes
de la nasofaringe. Durante la realización de la prueba el paciente
debe evitar toser, tragar saliva o eructar para minimizar al máximo el
riesgo de contaminación de la muestra recogida (83).
Potencialmente la saliva también puede contaminar la muestra. Se
han realizado estudios que han medido los niveles de amilasa en el
condensado sin encontrar diferencias significativas si se realiza
correctamente la técnica (83, 92, 108). Para controlar la
contaminación salival, no se deben usar filtros, aunque sí dispositivos
que permitan atrapar la saliva y medir los niveles de amilasa en el
condensado (98).
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El principal determinante para la obtención de! condensado es el
volumen de ventilación por unidad de tiempo. Suele ser suficiente
con respirar normalmente, a volumen corriente, durante 10-20
minutos. La duración de la prueba es de 10-15 minutos en adultos,
para obtener 1-3 ce de condensado, y de 15-20 minutos en niños (38).
La temperatura y la humedad del aire exhalado también influyen en
la cantidad de muestra recogida, requiriendo que estos parámetros
sean constantes en el sitio en que utilicemos el condensador.
La duración recomendada de la prueba es de 10 minutos, ya que es
tiempo suficiente para obtener 1 a 2 mL de condensado y la mayoría
de las personas toleran este periodo de prueba sin cansarse. En
aquellos estudios en los que se necesite una mayor cantidad de
muestra el tiempo de recogida deberá prolongarse. Comparando
estudios en los que el tiempo de recogida variaba (10, 15 y 20
minutos) no se han encontrado diferencias en las nivefes de pH,
H2O2, nitratos, nitritos, 8-isoprostano, adenosina y MDA (92), Algunos
autores han encontrado que no sólo existe una relación lineal entre el
volumen de condensado recogido y el volumen espirado, sino
también con la concentración de proteínas y urea, lo que sugiere
que estos compuestos se acumulan en el depósito del condensador
de un modo muy similar al vapor de agua espirado. Sin embargo,
esta distribución constante no tiene porqué ser igual con otras
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sustancias (92).
El que exista una gran variabilidad en la muestra obtenida, incluso si
la duración de la prueba es similar, sugiere que otros parámetros
respiratorios pueden influir como son la frecuencia respiratoria, la
ventilación minuto y el volumen corriente, además de la temperatura,
la humedad ambiente y la turbulencia del flujo dentro de la vía aérea
(83)
La temperatura es un factor muy importante no sólo en la recogida
sino también en la conservación de las muestras. Por un lado, la
temperatura que es capaz de alcanzar el condensador influirá en la
forma física en que el material es recogido e influye en la estabilidad
de ios componentes del condensado. Cuando el vapor de agua se
condensa alrededor de los 0- C la muestra es recogida en fase
líquida. Aquellos condensadores que permiten alcanzar temperaturas
más bajas (-10 a -209C) obtienen la muestra en fase sólida
(congelada). No obstante, hay que tener en cuenta que el aire que
penetra en el condensador calienta la superficie de las tubuladuras y
esto influye en la temperatura final que es capaz de alcanzar el
condensador. La temperatura influye en la solubilidad y estabilidad
de los mediadores volátiles y de otras sustancias como los
leucutrienos, purinas y amonio. La inconsistencia en la forma física de
la muestra (líquida, congelada o mixta) pudiera explicar, al menos en
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parte, la amplia variabilidad en las concentraciones de mediadores
inflamatorios, sobre todo en los compuestos más inestables. Otro
problema es que la muestra, incluso si es recogida totalmente o
parcialmente congelada, necesita ser derretida inmediatamente
después de haber sido recogida para separarla en suficientes
alícuotas si se va a analizar más de una molécula, para
inmediatamente después ser almacenado a temperaturas muy bajas
en el menor tiempo posible. Hay que tener en cuanta que la
estabilidad de la sustancia en la muestra recogida no puede ser
comparada con su durabilidad en una solución pura. En la tabla 1 se
recoge la vida media, a una temperatura de -75 -C, de algunos
biomarcadores.
El aire ambiente contiene moléculas que pueden interaccionar e
influir en la composición del condensado, pudiendo ser añadidas
nuevas moléculas o interaccionar con e! resto de sustancias
alterando, al menos en potencia, la composición del condensado. Se
ha demostrado que el NO presente en la atmósfera reduce los
niveles de H2O2 (105). Por otro lado, las muestras que deben ser
descongeladas durante un corto periodo de tiempo para dividirla en
alícuotas pueden interaccionar con el aire ambiente si se dejan
expuestas al mismo. Esto puede alterar la concentración de
mediadores si la molécula de interés que queremos estudiar está
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también presente en el aire ambiente en forma de molécula activa o
de precursor. Por estos motivos no es recomendable que la muestra
se deje fuera a temperatura ambiente una vez que ha sido recogida
y dividida, no sólo porque pueda existir una interacción con el aire,
sino porque las sustancias que forman parte del condensado pueden
interaccionar y ser degradadas o formadas a mayor velocidad a esta
temperatura.
Los nuevos condensadores deberían ser diseñados para medir todos
estos parámetros respiratorios, así como, deberían automatizar la
recogida de muestras, separando las alícuotas y congelándolas. Se
ha argumentado la posibilidad de incorporar sensores que permitan
analizar el pH o el H2O2 de la muestra justo después de su obtención,
esto ayudaría en la aplicabilidad de esta técnica a la práctica
clínica. Actualmente se está investigando esta misma posibilidad para
otros mediadores inflamatorios, sin embargo, debido al alto coste
económico es poco probable que este método pueda ser aplicado
a la clínica.
El patrón respiratorio puede ser importante a la hora de analizar Sos
resultados. Se sabe que puede influir en los resultados de otras
técnicas, como es el caso del análisis del NO exhalado, también
influye en los niveles de H2O2, a mayor flujo espiratorio menor es la
concentración de H2O2, pero a flujos bajos (respirar a volumen
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corriente) este efecto es menor. (96). Como previamente
comentamos existe una fuerte correlación entre el volumen respirado
y el volumen de condensado recogido. Actualmente, no disponemos
de datos acerca del patrón respiratorio y la concentración de
mediadores en el condensado (92). Por otro lado, la obtención del
condensado no influye en las pruebas de función pulmonar ni en la
detección de! NO exhalado (86).
Actualmente no disponemos de evidencias de que ¡a alteración en
los parámetros de función pulmonar modifiquen el volumen total
recogido o la dilución de mediadores inflamatorios en el condensado
(106). El único estudio realizado analizaba el efecto de la
broncoconstricción inducida con metacolina sobre el pH del CAE no
encontrando diferencias antes y después de la broncoprovocación
(101).
Se disponen de escasos datos sobre cómo ia edad y el sexo influyen
en la concentración de los mediadores y el volumen de la muestra
recogida. Existen datos sobre los niveles de H2O2 que son más
elevados en adultos que en niños, no interfiriendo sobre la
concentración de este parámetro la altura y el peso, Tampoco se
dispone de datos sobre el potencial efecto que pudiera tener la raza
(92).
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A pesar de que no se dispone de evidencias sobre el efecto de
ciertas comidas y bebidas en la concentración de mediadores, se
recomienda realizar la prueba en ayunas o al menos no haber
comido ni bebido algunas horas previas a la prueba.
No disponemos de estudios prospectivos que confirmen o descarten
alguna variación diurna en la concentración de mediadores o en la
cantidad de condensado recogida. Se conoce que el ritmo
circadiano influye en ciertos compuestos como el H2O2, tanto en
sujetos normales como en pacientes con EPOC. Esto no ha sido
confirmado para el pH.
El consumo de tabaco, en forma de cigarrillos, aumenta los niveles,
en sujetos sanos, de H2O2, ¡soprostano, nitritos y nitrotirosina, sin
embargo, esto no ha sido demostrado en el análisis de otras
moléculas como es el caso de la IL-lb y el facto de necrosis tumoral
alfa (TNF-a). En pacientes asmáticos también se ha confirmado que
tras una exposición reciente al humo del tabaco de cigarrillos los
niveles de H2O2 estaban elevados. Con todo en pacientes
diagnosticados de EPOC no se observaron diferencias entre los
fumadores y no fumadores en los niveles de H2O2 y 8 isoprostano. No
obstante, a la hora de realizar la recogida del condensado se
recomienda que los pacientes no fumen durante al menos 4 horas
antes de la ejecución de la prueba (92),
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explicación que dan a esta variabilidad se basa en los cambios en la
dilución y la variabilidad en los resultados de algunas de las técnicas
de análisis analizadas. La mayoría de las técnicas que se utilizan para
cuantificar los biomarcadores fueron diseñadas para el análisis de
estas sustancias en el plasma, siendo la concentración de
biomarcadores mucho más baja en el condensado, rozando en
algunos casos los límites de detección. Los estudios que se han
realizado para analizar la dilución de los marcadores en el
condensado no han sido concluyentes poniendo de manifiesto una
vez más ia variabilidad de esta técnica. Además, hay que tener en
cuenta que la variabilidad intra e ¡nteranálisis de estos métodos es
grande. Debido a esto varios autores han postulado que aumentar la
sensibilidad de los sistemas de detección podría ser útil para reducir la
variabilidad. Otra posible opción sería concentrar las muestras
mediante técnicas como el liofilizado, pero existe el riesgo de que las
sustancias volátiles, semivolátiles y las sustancias inestables puedan
perderse durante el proceso.
Existe el riesgo añadido de contaminación salival si bien es cierro que
los análisis del condensado muestran la presencia de moléculas no
presentes en la saliva y la concentración de electrolitos es diferente a
la de la saliva (108). Esta información sugiere que la saliva no es el
origen principal del condensado. Sin embargo, la saliva contiene
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muchos de los mediadores que están también presentes en las vías
aéreas inferiores y es razonable pensar que exista algún intercambio
entre componentes de la saliva y de las vías aéreas, esto es
especialmente importante en aquellos componentes que se
encuentran a altas concentraciones en la saliva, incluyendo las
sustancias volátiles. Por esta razón debe excluirse contaminación
salival cuando se recoge el condensado. Para evitar la
contaminación salival puede utilizarse un atrapador de saliva,
poniendo el condensador a una altura mayor que la boca haciendo
menos probable que la saliva pueda entrar en el dispositivo de
recogida y separando la pieza bucal del condensador alargando el
tubo. La detección de amilasa salivar es una técnica común para
excluir contaminación salivar en el condensado. Numerosos estudios
han demostrado que si se tiene cuidado para evitar la
contaminación salivar sólo se detecta amilasa en un escaso número
de muestras y en concentraciones muy inferiores a las detectadas en
la saliva.
5.4 Seguridad de ¡a técnica
La recogida del condensado ha demostrado ser una técnica fácil y
segura. En más de 10.000 pruebas realizadas en diferentes
laboratorios de función pulmonar no se ha informado de efectos
adversos. Tampoco la realización de esta prueba altera los resultados
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de otras pruebas que estudian la función pulmonar ya que el
paciente respira a volumen corriente durante toda la prueba, siendo
este patrón respiratorio mucho más seguro que el de realizar una
prueba de FVC que puede desencadenar un episodio de
broncoespasmo, Otro problema es el riesgo de contagio de
enfermedades infecciosas, de ahí la importancia de lavar
correctamente después de la realización de la prueba las
tubuladuras externas, internas, así como, las válvulas unidireccionales
que eviten la reinhalación desde el condensador y el uso de boquillas
desachables. A estas medidas se podría añadir un filtro de partículas
que evitase la contaminación de las tubuladuras, sin embargo, esto
no se recomienda en el momento actual, pues podría artefactar los
resultados de la muestra ya que cierro tipo de moléculas volátiles
podrían terminar atrapadas en el filtro, Hemos de tener especial
cuidado con los componentes de limpieza que utilizamos, ya que
pueden destruir los mediadores que queremos analizar y una limpieza
con productos inadecuados puede interferir en análisis posteriores del
condensado. Recientemente en la última revisión del tema se
recomienda no utilizar este tipo de filtros, así como tener especial
cuidado en la desinfección de los díspositvos (92).
5.5 Almacenamiento de las muestras
Debido a que la mayoría de las moléculas no pueden ser analizadas
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en el momento de la recogida a excepción del pH y el H2O2, las
muestras han de ser almacenadas antes de que podamos medir los
mediadores. Es recomendable que sean congeladas
inmediatamente a -7OC después de la recogida de las muestras.
También se recomienda que la muestra sea dividida en alícuotas
para evitar múltiples ciclos de congelado y descongelado que
podrían alterar o destruir algunos mediadores, tales como las
prostaglandinas, leucotrienos y H2O2.
El análisis debe ser realizado en el intervalo de tiempo en que se sabe
que el biomarcador permanece estable. No existen estudios que
comparen análisis de muestras recogidas inmediatamente y aquellas
que fueron congeladas para su posterior análisis (92).
5.6 Medición de los biomarcadores no vofátifes en el condensado
Los estudios del CAE han aumentado notablemente en los últimos
años. Se han analizado numerosos biomarcadores que abarcan
desde el pH a productos derivados del metabolismo del ácido
araquidónico que parece que juegan un papel de especial
relevancia en la reacción inflamatoria.
La medición de la acidez (pH) del condensado también ha
demostrado ser un marcador de utilidad. Para su medición se han
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utilizado pH-metros, En sujetos estables el pH del condensado medido
inmediatamente después de obtener la muestra tiende a ser
inestable, por ello, algunos autores han recomendado gasear la
muestra con un gas que no contenga CO2, como el helio, para
eliminar el CO2 y tavorecer la estabilidad de las lecturas (83, 92, 109).
No obstante, esta postura no es defendida por todos ya que estamos
manipulando la muestra y al mismo tiempo que eliminamos CO2
podemos estar eliminando otra serie de biomarcadores importantes.
El pH del fluido que recubre las vías aéreas parece estar relacionado
con el metabolismo de neutrófilos y por tanto con el proceso
inflamatorio, y puede ser indicativo del estado inflamatorio de las vías
aéreas (109). Valores disminuidos de pH en el condensado parecen
también estar relacionados con la broncoconstricción (110), la
disminución de la movilidad ciliar (111), el aumento de la viscosidad
de la mucosidad de las vías aéreas (112) y con daños en el epitelio
de las vías respiratorias (113). Las investigaciones sobre el pH de!
condensado han demostrado que en los pacientes con EPOC los
niveles están descendidos si se compara con un grupo control de
personas sanas ya sean fumadores o no fumadores. Se ha visto que
los niveles permanecen bajos incluso en aquellos pacientes con EPOC
que dejaron de fumar hace tiempo, lo que indica que el
componente inflamatorio persiste en estos sujetos. Tampoco se han
encontrado diferencias entre los pacientes EPOC sin tratamiento con
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corficoides inhalados y los que sí reciben este tratamiento. En este
tipo de pacientes también se ha encontrado que los niveles de pH se
correlacionan con el recuento de neutrófilos en e! esputo y la
concentración de H2O2 exhalado (109). En los pacientes fumadores
sanos también se demuestra que los niveles del pH del condensado
son más bajos que los de las personas sanas no fumadoras,
incrementándose los valores del mismo si la persona deja de fumar y
no ha desarrollado la enfermedad.
Muchos trabajos publicados se han centrado en el estudio
marcadores del estrés oxidativo, como el peróxido de hidrógeno H2O2
o los prostanoides, y de marcadores inflamatorios como son los
eicosanoides que son productos derivados del metabolismo del ácido
araquidónico (AA), Esto implica el estudio de los leucotrienos (LT),
prostaglandinas (PG) y tromboxanos (Tx). A continuación resumimos
los datos aportados por los estudios de mayor relevancia.
Se han detectado niveles aumentados de H2O2 en el condensado de
pacientes con EPOC estable respecto a un grupo control de sujetos
sanos. Al recibir tratamiento con corticoides inhalados se objetivó un
descenso en los niveles de H2O2, después de un periodo de lavado de
4 semanas sin tratamiento el efecto de los corficoides inhalados
persistía. En las exacerbaciones de la EPOC los niveles de H2O2
aumentan y se correlacionan con el recuento diferencial de
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eosinófilos en el esputo inducido. Existe una correlación negativa
entre los niveles de H2O2 y el FE Vi (114,115).
Los leucotrienos son eicosanoides (derivados del metabolismo del
ácido araquidónico) formados por acción primaria de la lipo-
oxigenasa-5. El LTB4 actúa como mediador inflamatorio y
quimíotáctico, estimula la formación de radicales libres y la formación
y liberación de enzimas lisosómicas por parte de los neutrófilos.
(116,117). Los niveles de LTB4 se encuentran elevados, tanto en sujetos
con EPOC que nunca habían recibido tratamiento con corticoides
inhalados, como en aquellos que sí están en tratamiento, no
encontrando diferencias en los niveles de ambos grupos (36,118).
Otros estudios demuestran que ios niveles de LTB4 aumentan en las
exacerbaciones y que disminuyen al recibir tratamiento antibiótico
(119) y no con el uso de corticoides, si bien no llegan a alcanzar los
niveles obtenidos en el grupo control (118,120). Los niveles de LTB4
también se encuentran levemente aumentados en los sujetos
fumadores sanos comparados con personas sanas que nunca han
fumado (121). Los cistenil leucotrienos (LTC4, LTD4 y LTE4) juegan un
papel importante en la fisopatología de la obstrucción bronquial, ya
que intervienen en la contracción de las fibras de músculo liso,
aumentan la permeabilidad vascular, estimulan la secreción de
moco y disminuyen el aciaramiento mucociiiar (122). Los niveles del
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LTE4 fueron similares tanto en los pacientes diagnosticados de EPOC
como en los controles sanos, no encontrando diferencias
estadísticamente significativas. No obstante este marcador se
encuentra aumentado en el condensado de los pacientes
diagnosticados de asma, esta diferencia se explica porque los cistenii
leucotrienos proceden fundamentalmente de las células plasmáticas
y los eosinófilos que son más abundantes en este tipo de pacientes.
Las prostaglandinas proceden también del metabolismo del ácido
araquidónico por la acción de la enzima ciclooxigenasa. Los niveles
de prostaglandina E2 (PGE2) están elevados en los pacientes con
EPOC comparado con un grupo control sano fumador, no
encontrándose diferencias significativas en los niveles medios entre el
grupo de pacientes con EPOC que nunca había recibido tratamiento
y los que sí estaban con corticoides inhalados (83). Al igual que
pasaba con el LTB4, los niveles de la PGE2 aumentan en las
agudizaciones para posteriormente disminuir con el tratamiento. Los
niveles de PGE2 permanecen elevados en los pacientes con EPOC a
pesar de haber dejado de fumar. Al igual que ocurría con el LTE4 los
niveles de otras prostaglandinas analizadas, como es el caso de la
PGD2 fueron similares tanto en los pacientes diagnosticados de EPOC
como en los controles sanos, no encontrando diferencias significativas
entre ambos grupos.
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No se ha tenido éxito a la hora de detectar tromboxano B2 (TxB2),
que es otro metabolito derivado del ácido araquidónico.
El 8-isoprostano (8-ISO) es un derivado del ácido araquidónico
producido por la peroxidación del mismo por radicales libres de
oxígeno. El 8 -ISO ejerce una potente acción biológica que puede ser
relevante en la fisiopatología de enfermedades pulmonares (19). Los
niveles de 8-ISO están elevados en pacientes con EPOC estable, no
encontrando diferencias significativas entre el grupo con
antecedentes de tabaquismo activo y el que había dejado de
fumar(83,92). Otros estudios demuestran que los niveles aumentan
más en las reagudizaciones y disminuyen tras recibir tratamiento
antibiótico aunque no llegan a igualarse ai grupo control, persistiendo
elevados a pesar de haber pasado dos meses de la reagudización
(119).
Las interleucinas (IL) juegan un papel muy importante en la cadena
inflamatoria. Nosotros nos hemos centrado en el estudio de la IL-8 por
su especial relevancia en los pacientes con EPOC. La IL-8 es un
mediador inflamatorio producido por los macrófagos y células del
epitelio aéreo (123) con acción quimiotáctica y de activación sobre
neutrófilos (124), que juegan un importante papel en la inflamación
de las vías aéreas en la EPOC. La concentración de IL-8 en esputo se
correlaciona con el grado de obstrucción de la vía aérea y podría ser
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empleado corno marcador del nivel de inflamación de la misma
(127). Otra IL detectada es la IL-ó que presenta niveles elevados en los
pacientes diagnosticados de EPOC, no obstante este marcador es
muy poco específico, ya que también se encuentra elevado en los
sujetos fumadores sanos, pacientes con síndrome de apnea del sueño
y carcinoma broncogénico no microcítíco (92).
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6. HIPÓTESIS DE TRABAJO
Este proyecto intenta demostrar la existencia de diferencias en el
componente inflamatorio y en el estrés oxidativo a nivel local y
sistémico en dos fenotipos de EPOC (enfisematoso-tipo A y
bronquítico crónico-tipo B). La identificación de estos dos fenotipos
fue realizada en base a los clásicos criterios clínicos y a características
funcionales (estudios de difusión pulmonar) independientemente de
que pueda haber pacientes con características mixtas. La
confirmación de estos fenotipos permitiría explicar la heterogeneidad
de ¡a EPOC y podría abrir nuevas vías de trabajo que nos ayuden a
entender mejor su patogenia, su historia naturai y la respuesta a
diferentes tratamientos.
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7. UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO
La identificación de diferentes fenotipos de EPOC es un elemento
fundamental para conocer mejor la patogenia y la historia natural de
la enfermedad. Además, permitiría definir subgrupos de pacientes
con EPOC que pueden beneficiarse de forma especial de diversas
medidas terapéuticas (corticoides inhalados, etc.) e identificar dianas
terapéuticas que pueden ser especialmente útiles en determinados
tipos de pacientes con EPOC.
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8. OBJETIVOS DEL ESTUDIO
Analizar si existen diferencias en la respuesta inflamatoria (sistémica y
pulmonar) en dos fenotipos de EPOC con similar grado de
obstrucción al flujo aéreo,
Analizar sí existen diferencias en el grado de estrés oxidativo (sistemico
y pulmonar) en dos fenotipos de EPOC con similar grado de
obstrucción al flujo aéreo.
Estimar la asociación entre marcadores de la inflamación y del estrés
oxidativo y las variables clínicas.
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9. PACIENTES Y MÉTODOS
9. / Población y características del estudio
Para la realización del estudio se seleccionó un grupo control
formado por personas sanas fumadoras y otro grupo de pacientes
diagnosticados de EPOC. El índice paquete-año en los tres grupos
debía ser mayor de 20 p/a, Los pacientes fueron diagnosticados y
clasificados de EPOC de acuerdo con la guía Global Initiative for
Obstructive Lung Disease (GOLD) (7). El grupo de controles estaba
formado por 15 personas que fueron reclutadas en nuestro centro de
trabajo en la consulta de deshabituación tabáquica. Los pacientes
con EPOC fueron divididos en dos grupos utilizando la técnica de
difusión pulmonar expresado los resultados como el cociente
DLCO/VA%, Fueron clasificados como EPOC con predominio de
enfisema (EPOC-A; n=15) aquellos pacientes con una DLCO/VA%
menor del 80% y EPOC con predominio de bronquitis crónica
aquellos pacientes con una DLCO/VA% mayor del 80% (COPD-B;
n=24). Las características clínicas y los hallazgos radiológicos fueron
utilizados para confirmar ambos grupos. Los pacientes fueron
diagnosticados en las consultas externas de la Sección de
Neumología del Hospital Universitario de Guadalajara. Todos los
grupos estaban formados por varones.
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Se trata de un estudio de caso-control en el que se eligen a los
sujetos que van a formar parte de la muestra a estudio por la
presencia o ausencia de EPOC. Estas personas debían de cumplir
todos los criterios de inclusión y ninguno de los criterios de exclusión.
Los criterios de inclusión y exclusión para la selección de los sujetos a
estudio se detallan a continuación.
Criterios de inclusión para los casos:
• Fumadores o exfumadores con un índice paquete/año superior
a 20 paquetes/año.
• Cumplir los criterios de la Normativa GOLD (7) para el
diagnóstico de EPOC.
Criterios de inclusión para los controles:
• Fumadores activos con un índice paquete año superior a 20
paquetes/año.
• Pruebas funcionales respiratorias en las que se descarta la
presencia de limitación al flujo aéreo.
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Criterios de exclusión:
Se excluyó a todos aquellos pacientes que cumplían alguno de los
siguientes criterios;
• Historia de asma.
• Lesiones pulmonares residuales o bronquiectasias evidentes en
radiografía simple de tórax.
• Presencia de otra enfermedad sistémica inflamatoria aguda o
crónica asociada,
• Agudización de la enfermedad de base ciurante el mes previo
al estudio,
• Uso de broncodiíatadores inhalados de larga duración 12 horas
antes del estudio (excepto salbutamol o bromuro de ipratropio
a demanda).
• Uso de cortícoides sistémicos u otra medicación
antiinflamatoria sistémica durante el mes previo al estudio.
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9.2 Aspectos éticos del estudio
El estudio fue aprobado por el Comité Ético de Investigación del
Hospital Universitario de Guadalajara. Todos los pacientes recibieron
información oral y escrita en la que se explicaba el objetivo del
estudio y los procedimientos a realizar. Para iniciar el estudio fue
necesario su consentimiento informado por escrito.
9.3 Desarrollo del estudio
Tras ser informados ios pacientes y firmar el consentimiento informado
se iniciaron los procedimientos del estudio que se describen a
continuación.
Se realizó una anamnesis completa con un cuestionario previamente
diseñado y que se describe con detalle en la sección técnicas
empleadas - variables clínicas, En este cuestionario se preguntaba
acerca de la presencia de enfermedades concomitantes, uso de
medicación habitual, existencia de síntomas respiratorios, consumo
de tabaco, alcohol, factores ambientales y laborales, disnea medida
con la escala Medical Research Council (161), peso, talla, índice de
masa corporal <IMC= peso(kg)/talla(m)2 se calculó con eí peso y la
talla medida el mismo día de la visita), e historia de atopia y una
exploración física estándar. Todos aquellos pacientes en los que
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durante la anamnesis se detectaron otras enfermedades
concomitantes, tanto respiratorias como sistémicas, que pudieran
interferir en los resultados del estudio fueron excluidos. Se recogió
información sobre el consumo de tabaco, calculando el índice de
número de paquetes/año (número de paquetes al día por el número
de años fumando) y haciendo constar si la persona seguía fumando
en la fecha en que el estudio fue realizado.
Una vez finalizada la entrevista se procedió a obtener el condensado
de aire exhalado. Se utilizó un condensador ANACON comercializado
por la compañía BIOSTEC. Previamente se había pedido a las
personas que eran fumadoras que dejasen de fumar 4 horas antes de
la obtención del condensado. Las muestras de condensado fueron
procesadas inmediatamente dividiendo las muestras en alícuotas y
congelándolas a -809 C para su ulterior análisis. El pH fue la única
variable que se analizó inmediatamente después de la obtención del
condensado (ver el apartado de Técnicas Empleadas).
Tras la obtención del condensado se realizó la extracción de sangre
periférica. Ef estudio constaba de un sistemático de sangre, estudio
de coagulación, recuento de iones, glucosa, perfil hepático, perfil
renal, proteína C reactiva (PCR) de alta sensibilidad, fibrinógeno,
anticuerpos antinucleares (ANA) e inmunogjobulina E (IgE) tota!. Se
analizaron marcadores de la respuesta inflamatoria y del estrés
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oxidativo, que incluían niveles de IL-8, 8-isoprostano y LTB4 (ver el
apartado Técnicas Empleadas).
La valoración funcional, que fue !a última técnica realizada, incluía
una espirometría forzada, espirometría lenta, volúmenes pulmonares y
difusión de CO (ver el apartado de Técnicas Empleadas).
9.4 Técnicas empleadas:
9.4.1 Variables clínicas
Las variables clínicas de los pacientes fueron anotadas en una hoja
de recogida de datos. En esta hoja se anotaron los datos de filiación
de los pacientes, antecedentes laborales, hábitos tóxicos,
antecedentes personales y familiares neumológicos de interés
descartando otras enfermedades asociadas. Se anotó la exploración
física completa del paciente el mismo día en que se realizó la
recogida del condensado. También se apuntaron los resultados de
laboratorio, pruebas funcionales respiratorias y tratamiento habitual,
La hoja de recogida de datos que se utilizó en el estudio se detalla a
continuación en las figuras 3 y 4,
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SECCIÓN DE NEUMOLOGÍA HOJA DE RECOGIDA DE DA TOS
Hospital Universitario de Guadalajara Fecha de Recogido de datos:
Mombre: Médico:
:echa Nacimiento: Fecha;
Señero: M / F NHC: Consulta:
cumador: sí / no / ex <IPA: ) Abuso de drogas inhaladas: sí / no / ex
Trabajo: Exposición animales:
Exposición tóxicos inhalados: sí/no Orgánicos / inorgánicos (tipo: )
=ámnacos previos al diagnóstico (duración del tratamiento):
Antecedentes familiares neumológicos de interés:
Otras enfermedades asociadas:
Enfermedad y situación actual de la EPOC
EXPLORACIÓN FÍSICA
Figura 3, Hoja de recogida de datos - página 1
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SECCIÓN DE NEUMOLOGIA
Hospital Universitario de Guadaíajara
PRUEBAS DE LABORATORIO
HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
Fecha de Recogida de datos:
Hemograma: Hb: Plaquetas: Leucocitos: mm3 (N
Bioquímica general: Básico: Glu (
Hepático: GOT ( ) LDH (
Renal: Cr ( ) Urea (
Otros: PCR ( ) IgE (
Coagulación: TP ( > TTPA (
Marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo
Suero: ILS C )
Condensado: IL8 ( )
} Na ( )
) FA ( )
)
) ANA( )
) Fibrinógeno
LTB4( )
LTB4< )
PULSIOX1METRÍA : % GASOMETRÍA ARTERIAL BASAL:
PRUEBAS FUNCIONALES RESPIRATORIAS (Peso:
FVC %
FEV1 %
FEV1/FVC %
PRUEBAS DE IMAGEN
Radiografía de tórax - puntuad ór
TC de tórax :
TRATAMIENTO
) (Talla:
TLC
DLCO
KCO
i en la escala de
¡1 /M /B /E )
K ( )
GGT C ) Bil ( )
C )
8-ISOC }
S-ISOC )
) (IMC: kg/m2)
%
%
%
enfisema:
Figura 4. Hoja de recogida de datos - página 2.
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9.4.2 Técnicas de imagen
Se realizó a todos los pacientes con EPOC una radiografía postero-
anterior y lateral de tórax. Se pedía al paciente que permaneciese de
pie e inspirase profundamente manteniendo el aire sin soltarlo, El foco
se localizaba a dos metros del paciente. El tiempo de exposición fue
de 0,05 segundos. Las radiografías de tórax fueron realizadas en las 72
horas previas a la recogida de! condensado. Se calcularon las
puntuaciones de bronquitis crónica y enfisema, puntuando de 0 a 16
como se describe en el artículo de Miniatí. (129), Las puntuaciones de
bronquitis crónica y enfisema han demostrado ser reproducibles
entre distintos observadores. Según este trabajo para la evaluación
clínica del enfisema, la información obtenida de una lectura normal
de una radiografía de tórax es comparable a la obtenida mediante
un análisis cualitativo y cuantitativo de una tomografía
computarizada de alta resolución.
Para el análisis de las radiografías de tórax se utilizó una tabla en la
que se incluían los signos de hiperinsuflación y anormalidades
vasculares pulmonares conocidas que se asocian a enfisema (tabla
2). Signos de hiperinsuflación, como por ejemplo, depresión y
aplanamiento de los hemidiafragmas, evaluados tanto en visión
posteroanterior y lateral de tórax y un incremento del espacio
retroesternal fueron puntuados de 0 a 3. Para la puntuación de las
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anormalidades vasculares la proyección posteroantenor fue dividida
en 4 cuadrantes tomando como referencia ia carina. Cada
cuadrante fue analizado estudiando la presencia de alguna de las
anormalidades vasculares que se detallan en la tabla 2 a las que se
les asignó una puntuación de 0.5. Las puntuaciones parciales de los
cuatro cuadrantes fueron sumadas y combinadas con la puntuación
de hiperinsuflación para completar la puntuación total de enfisema
que iba deOa 16.
Hallazgos en la radiografía de tórax
Espacio retroesternal aumentado
Aplanamiento de los diafragmas
Aumento de la anguloción de las ramas vasculares
Pérdida de la sinuosidad normal de los vasos con
ramas
Aumento del afilamiento de los vasos con reducción
pérdida de las
del calibre
Aumento de la zona clara periférica normal def pulmón
Pérdida deí patrón de fondo normal e incremento
pulmonar
de fa claridad
Puntuación
0 a 3
0a3
OaO.5*
0a0,5*
0a0.5"
0a0,5*
0 Q 0 , 5 "
Tabla 2. Criterios para evaluar el enfisema en la radiografía de tórax.
"Evaluado para cada uno de los cuatro cuadrantes en la proyección
posteroanterior dividiendo la radiografía desde la carina (129).
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9.4.3 Estudio funcional respiratorio
El estudio funcional se realizó después de haber realizado la técnica
de recogida del condensado de aire exhalado, ya que se ha
demostrado que esta técnica no interfiere en los resultados de las
pruebas funcionales respiratorias (92).
Para el estudio funcional se utilizó un espirómetro, pletismógrafo y
analizador de gases MASTER LAB (Erich Jaeger, Wurzburg, Germany).
La medición del DLCOc/VA se realizó con ef método de respiración
única. Las pruebas funcionales respiratorias fueron realizadas de
acuerdo a las recomendaciones de la Sociedad Europea de
Respiratorio. Los valores predichos utilizados para las variables de
función pulmonar se han obtenido de la European Community for
Coal and Steel. Corregimos el factor de transferencia para la
hemoglobina de acuerdo con el método de Cotes (128). A
continuación se describen los datos técnicos del equipo utilizado y se
exponen unos gráficos de las técnicas realizadas. En la tabla 3 vienen
recogidas las características del dispositivo Master Lab.
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Medición de flujos
Rango
Exactitud
Resistencia
Determinación del volumen
Rango
Exactitud
Presión Bucal
Rango
Exactitud
Presión en cabina
Rango
Exactitud
Cabina
Principal
Volumen
Simulación BTPS
Calibración
JAEGER Pneumotach
0-±20 l/s
0.2- 12 l/s ±2%
<0.05kPa/(l/s)a 101/s
Integración digital
0 - ±20 l/s
5 mi
JAEGER transductor de presión
±20kPa
<±2%
JAEGER transductor de presión
±1 kPa
<±2%
Aluminio/cristal acrílico
volumen-constante
8301
ASC electronics
CAL-Pack, automático
Tabla 3, Datos técnicos del dispositivo Master Lab
^ z
Figura 5. Imagen del dispositivo Master Lab empleado para el estudio,
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9.4.4 Obtención del condensado de aire exhalado
La obtención del condensado de aire exhalado se obtuvo con un
condensador ANACON (BIOSTEC) ei mismo día que se realizaron las
pruebas funcionales respiratorias y la extracción de la muestra de
sangre. La prueba se realizó en una habitación en condiciones
estables de temperatura y humedad. El equipo estaba conectado de
tal manera que evitara la contaminación salival, con válvulas
unidireccionales para prevenir la reinhalación a través del
condensador y también para evitar la condensación del aire
ambiente. Durante el estudio se utilizó el mismo condensador. El
equipo está formado por material inerte en la superficie del
condensador, aunque diferentes materiales pudieran tener diferentes
reacciones con el material que recubre las tubuladuras.
9.4.5 Descripción del condensador de aire exhalado
Anacon es un equipo generador de bajas temperaturas, diseñado
para la condensación o congelación del contenido acuoso del aire
exhalado. Su rendimiento es elevado: en condiciones idóneas (20-24
9C de temperatura ambiente, menos del 65% de humedad) genera
un gradiente térmico superior a 35QC.
Este condensador puede ser utilizado tanto en pacientes que respiran
espontáneamente como en pacientes ventilados mecánicamente,
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sin más dificultad que intercalar el condensador en el circuito
espiratorio del paciente,
Es un equipo portátil, diseñado para su uso en ámbitos clínicos y
hospitalarios. Se sustenta sobre un soporte vertical con ruedas, con
una mínima ocupación de espacio. Ello permite su fácil
desplazamiento desde las áreas de dispensario o laboratorio a las
habitaciones de los pacientes o a la Unidad de Cuidados Intensivos.
Genera frío en el propio lugar de utilización, En condiciones usuales
(20-26 9C de temperatura ambiente) alcanza temperaturas de
condensación en menos de cinco minutos. Utiliza energía eléctrica y
está exento de gases o líquidos de refrigeración, que pudieran
contaminar el ambiente.
Esquema del circuito de respiración del condensador de exhalado
ANACON, para pacientes en respiración espontánea
El dispositivo refrigerador de ANACON es un bloque de duraluminio,
en el que se introducen los tubos de cristal termo-resistente de
condensación. Estos tubos forman parte del circuito espiratorio del
paciente. Tres válvulas unidireccionales y una pieza en T, protegen al
paciente de la reinhalación y aseguran la unidireccionalidad del aire
respirado.
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• Base con ruedas CDiámetro aproximado: 67cm)
• Mástil telescópico
• Dispositivo enfriador con Termómetro incorporado (Temperatura ambiente-
Temperatura de condensación). Salto térmico garantizado mayor de 309C
• Fuente de alimentación. Tensión monofásica : 220V. Tensión en el circuito de
corriente continua :12 V. Amperios (máxima) circuito de continua :16 A.
• Accesorios para e! circuito de respiración y recogida de muestras.
• Dimensiones del Equipo montado en su soporte: Altura mínima aproximado: 120
cm, Altura máxima :160 cm. Peso : 15 Kg.
Tabla 4. Datos técnicos del condensador ANACON
Recogida del condensado en respiración espontánea sin
oxigenoterapia
Para la recogida del condensado en pacientes que no necesitan
tratamiento con oxigenoterapia se realiza el montaje del circuito de
respiración como se indica en la figura ó. Se pone en marcha el
interruptor general del aparato (situado en la caja de la fuente de
alimentación) y a continuación el interruptor de enfriamiento. Se pide
al paciente que se enjuague la boca varias veces con agua
destilada y se le instruye para que no tosa o eructe mientras dure la
prueba. Esperamos a que lo temperatura del condensador
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descienda al menos por debajo de 0- C, entonces procedemos a
conectar al paciente a la boquilla, con los labios cerrados en torno a
ella, Colocamos, justo antes conectar al paciente a la boquilla, una
pinza nasal para evitar la inhalación o exhalación por la nariz. A
temperaturas de colección inferiores a -8 - C el vapor exhalado es
congelado en los tubos de condensación, por lo que no aparece en
el tubo colector hasta su descongelación. Dependiendo de la
cantidad que se desee recoger y de la ventilación del paciente, el
tiempo de colección puede ser más o menos largo.
Como indicador aproximado se puede utilizar la siguiente tabla (tabla
5) que se encuentra en el manual de instrucciones del condensador.
El tiempo de colección no debe ser en ningún caso inferior a 10
minutos. Nosotros decidimos que la prueba durase 15 minutos para así
obtener una mayor cantidad de condensado pues queríamos
analizar varias moléculas inflamatorias. Durante el periodo de
colección el paciente puede desconectarse para tragar la saliva (no
es conveniente que se acumule saliva en la boca), y se le estimulará
para que realice inspiraciones profundas de vez en cuando, si no hay
contraindicación para ello. Una vez concluido el periodo de
colección se desconectará el interruptor de enfriamiento, dejando
que los ventiladores actúen durante al menos un minuto antes de
desconectar el interruptor general.
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Complexión
Grande (>80kg)
Mediana (60 80kg)
Recogida media Tiempo para 2-3ml
125L/min
lOOL/min
20min
25 min
Pequeña (<60kg) 60 L/min 35 min
Tabla 5. Tiempo estimado de para la obtención de 2-3 mi de
condensado.
Recogida del condensado en pacientes en respiración espontánea
con oxigenóte rapia
Con este condensador también se pueden obtener muestras de
condensado en aquellos pacientes que requieren tratamiento con
oxigenoterapia. El circuito de respiración ha de montarse añadiendo
un sistema Venturi de administración de oxígeno, preferentemente
regulable, tal y como se indica en la figura 8 excepto el número 14
que es un sistema Venturi regulable. Es necesario asegurar que e! flujo
de O2 corresponda a la concentración que se desea obtener. Si el
paciente lleva oxigenoterapia con gafas nasales, se debe retirar
éstas, colocar una pinza nasal, e instalar el accesorio para
oxigenoterapia tal y como indica la figura 8.
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01 - Cuerpo del Condensador ANACON
02- Termómetro
03- Interruptor Enfriamiento
04- Tubo Colector de Exhalado
05- Pieza en Y paralela 22 mm
Oó-Conectores elastomencos 909 22 mm
07- Válvula unidireccional 22F/22V
08- Válvula unidireccional 22M/22V
09- Conector Recto 22M/22 M
10- Tubo Corrugado 22 mm0
11-PiezaenT22M-22M-22F
12-Boquilla 22F
13- Tubos de condensación de vidrio
de 30cm de longitud y !8mm0.
Figura 6. Estructura del Condensador ANACON
1 01 • Pieza en Y paralela 22mmCl)02- Válvula undireccional 22F/22V (2)03- Válvula undireccional 22M/22V (1)04- Conectores elastoméricos 9CP 22rnm (2)05- Conector Recto 22M/22M (2)06- Pieza T 22M-22F-22F (1)07- Boquilla 22F(1)08- Tubo colector de Exhalado (3)09- Tubo corrugado 22mm0, óQcm (1)
Figura 7. Contenido de una bolsa con Circuito de Respiración
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Realizar la colección de exhalado como se ha descrito en el caso de
pacientes sin oxigenoterapia. Al terminar la colección del
condensado debemos restaurar la oxigenoterapia con ei sistema que
llevaba el paciente. En nuestro caso no fue necesario aplicar este
dispositivo ya que ninguno de nuestros pacientes necesitaba este tipo
de terapia.
Al cond»ralw
°2
Apaciente
Figura 8. Descripción del circuito de respiración en pacientes con
oxígeno.
Colección del condensado en pacientes ventilados mecánicamente
En los pacientes que requieren ventilación mecánica invasiva
también es factible obtener una muestra de condensado. Para ello es
necesario retirar el filtro de la conexión al tubo traqueal, intercalar el
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condensador Anacon en ei tubo espiratorio a unos 40-60 cm de la
pieza en T y sustituir el segmento de tubo corrugado proximal al
paciente por uno nuevo (figura 9). El tubo corrugado se conecta al
codo del circuito del condensador, medíante un conector M/M 22
mm. El otro codo del circuito del condensador se conecta a la rama
libre del tubo espiratorio del respirador mediante otra pieza M/M 22
mm, Es necesario comprobar los parámetros de ventilación y poner
en marcha el interruptor general del aparato y a continuación el
interruptor de enfriamiento. Durante la ventilación mecánica el
tiempo de recogida (y por tanto la cantidad recolectada) puede ser
mucho mayor que en respiración espontánea. Es importante tener la
precaución de vigilar la presión positiva final espiratoria (PEEP)
durante recogidas prolongadas, especialmente cuando el exhalado
se obtiene por congelación (temperatura menor de -89 C), por la
reducción del diámetro del circuito espiratorio. Al acabar la recogida
de exhalado debemos recomponer e! circuito del ventilador como
previamente.
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Figura 9, Descripción del sistema de respiración en pacientes con
ventilación mecánica.
Recuperación del Condensado
Al concluir el periodo de colección el condensado exhalado puede
hallarse en forma líquida (condensado propiamente dicho) o
congelado en el interior de los tubos de condensación de vidrio. En
cualquiera de los dos casos la forma más operativa de recuperar e!
condensado es la siguiente:
1- Sujetar la pieza en Y, desencajar los codos de goma de
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los tubos de condensación y extraer el conjunto por la
parte inferior del condensador. Cubrir la parte libre de los
tubos y dejar el conjunto (tubos + pieza en Y + tubo
colector) en una gradilla o soporte de forma que quede
vertical,
2- Cuando el contenido de los tubos se haya
descongelado totalmente, agitar el conjunto golpeando
ligeramente sobre una superficie blanda para hacer
descender el líquido adherido a las paredes de los tubos
de condensación hasta el tubo colector,
Extracción de los tubos de condensación de vidrio.
Tras la recogida de exhalado, se cierra el interruptor de enfriamiento y
se espera que la temperatura deí condensador sea de unos +5-C,
entonces se procede a extraer el conjunto de tubos de
condensación. Para extraer los tubos de vidrio se desconectan los
codos de goma, mientras se sujeta el conjunto por la pieza en Y, una
vez desconectados se extrae el conjunto de condensación formado
por los tubos, la pieza en Y y el tubo colector, dejándolos salir
suavemente por la parte inferior. Los tubos de vidrio se reemplazan de
una recogida a otra, pero son de muy fácil limpieza y desinfección, y
pueden ser esterilizados.
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Limpieza y mantenimiento
La protección de paciente frente a la reinhalación desde el circuito
de condensación hace que no sea estrictamente necesario sustituir
todas las piezas más allá de la primera válvula espiratoria. Las piezas
del circuito se sumergen en una solución desinfectante y se
enjuagarán con abundante agua destilada, secándose antes de su
nueva utilización.
En el caso de que, por razones de patología (por ejemplo infecciones
pulmonares especialmente agresivos) se desee un mayor grado de
protección, se esterilizarán los tubos colectores de vidrio y se
desechará la totalidad del circuito respiratorio (figura 10).
® ©
Figura 10. Imagen de los tubos de condensación de vidrio y las
tubuladuras.
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9.4.6 Procesado de las muestras de condensado
Debido a que la mayoría de las moléculas no pueden ser analizadas
en el momento de la recogida, a excepción del pH, las muestras
fueron distribuidas en alícuotas de 200 uL una vez recuperada toda la
muestra del condensador. Inmediatamente después fueron
almacenadas en un congelador a -80? C para su posterior análisis. El
pH fue la única variable que se midió inmediatamente después de la
recuperación del condensado. La muestra fue dividida para evitar
múltiples ciclos de congelado y descongelado que podrían alterar o
destruir algunos mediadores, tales como las prostaglandinas,
isoprostanos y leucotrienos. El análisis fue realizado en un intervalo de
tiempo que no sobrepasaba los dos meses desde la recogida de las
muestras.
9.4.7 Análisis del pH en las muestras de condensado
Las mediciones del pH fueron realizadas inmediatamente después de
la obtención del condensado. Si bien en otros estudios recomiendan
la aireación de la muestra con un gas que no contenga CO para
aumentar la estabilidad de los resultados del pH analizado (101)
nosotros no procedimos a realizar dicha técnica para evitar la
pérdida de marcadores inflamatorios de la muestra. Ambas muestras
fueron analizadas con un pH-metro (pH-Meter CG 840 Gerate GMBH,
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Germany). En la tabla 6 y 7 se describen las características técnicas
del equipo.
Tabla ó, pH-Metro CG 840 Gerate GMBH,
Alemania. Descripción técnica del
equipo utilizado para la medición del pH
en las muestras de condensado.
Numerical display
Segment disptays.
PUot light CG 840:
Battery lew indicalor CG 340 B
Measuring ranges (i diglt = ) :
Toferanee.
Input reslstance (20 "C)
Offset curren! (20 °C)
Temperaiure compensaron
Slope maiching
Zera pcunl matching
Calíbraüofi, i
Eleclrods con
Comedor for resislance
lhemiomeler (Pt tOOO)
Oían recordar oulpuil
Power supply CG 840
Power suppty CG 840 B
Ambíent temperalure
Case
Dimensions.
Werght
3«Jigft LCD display for pH, mV. H = iBfiim
2'Adigít LCD display for temperad!re. H = 7 mm
pH. mV. WAIT, A, P£SÉT, "C auto. %, °C man. CAL.
buflers«is
greenLED
red LEO
pH 00O 14 00 (pH - D.Ul)
U. - 1000 + 1700 rnv (i mV)
T: - 199 i 1Ü9 'C (0 I K)
ApH < 0 01 • 1 digit
ñ U < i mV i 1 digil
4T 4 0,2 K (- 150. + 150°C) ! 1 digíl
<plus ihe lolerance ot Ihe Pt 1000)
1 100 "C
I!)9'C (wlIhPl 10001
NBS)
rmnual
auiornaiic - 199
BS 105%
pH - 5 S 8
v»i!h 2 bufter se-ts (swnch sslecied)
1 pH . 400/700/1000
2 pH - 4 01 /6 67/ 9 18 (DIN 19 166
Sochel according to Dlfu o262,
2 3n(í 4 mm 5ocl*6tí 'C"r í?'?r
2 and 4 mm sockels
4 rnmsockets
R = 2 tf-J
pin 118 mV/A pH at 25 °C arid 100 % sJope
U 1 mV/mV
fot Sirvo ctian recorders with lloating ¡npiH
Mains cormetíicn 90 250V-.50 60 MÍ. 2.5 VA.
proteclion class II
Conreolion Smail nistrumerys plug, accortiing !o DIN 4S 4BS
(buiH in small instfjmenlsplua. pm Jistance 96 mm)
Bairenes. 4 Mignon cells IEC LR6 exiorral access for replacefnoitl
í>r maifw püuvef &upply *jia tfanslormer in mains cJug {7 lo 1S V-)
Comedión Low vollago built m plug pljipot on ihe pin cortad
(inlernai conlact - a 2,1 mm| USA/Japan
0 SO*C
A8S Cable cabañal, síiielded, sprayptuol
?40 x BC x 1B0 mm ( W « H i D )
appfon 0 6 kg
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Electrodos de pH con sensor de
temperatura
Sistema de referencia: plata/ plata
clorhídrica
Material del pozo: cristal
Punto cero: pH = 7.0 ± 0.3
Electrolito: KCI 3 mol/!
Sensor de temperatura: Pt 1000
Forma de la membrana: esférica
pH rango: 0 . . .14
Cable de conexión: para SMEK-
plug head: e.g. LS 1 ANN
Cable fijo: 1 m longitud, con plug A
acá a DIN 192Ó2 o con enchufe
BNC. así como enchufe para el
sensor de temperatura.
Electrodo N-2041-A Gerate GMBH, Alemania.
Electrodo utilizado con el pH metro
Tabla 7. Descripción de las características técnicas del electrodo utilizado en el
estudio.
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9.4.8 Análisis ele los marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo.
Medida de IL-8.
Se llevó a cabo mediante un kit de ELISA (BD Biosciences, San Diego,
California, USA) con un límite de detección de 0,8 pg/ml según BD
Biosciences y sin reactividad cruzada identificada. Las muestras de
suero y de CAE no liofilizado se analizaron sin diluir. En el ensayo se
emplearon lOOul de muestra, que fueron añadidos a un pocilio
recubierto de anticuerpos monoclonales anti-IL8. Tras la unión IL-8-
anticuerpo y el lavado de los pocilios se añadió otro anticuerpo anti-
IL-8 conjugado con biotina, completando la unión tipo sandwich. La
adición posterior de un complejo avidina-peroxidasa afín por la
biotina y el revelado con 3,3',5,5J-tetrametilbencidina (TMB), sustrato
de la peroxidasa, permiten la cuantificacion de IL-8 en las muestras,
cuya absorbancia se midió en un fotómetro a 450nm.
La cuantificacion se realizó extrapolando los valores de absorbancia
de las muestras en una curva obtenida a partir de diluciones de IL-8
de concentración conocida (entre 0 y 200 pg/ml) cuya absorbancia
se mide paralelamente a las muestras (figura 11).
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i20
-20-
Figura 11. Curva de calibración de IL-8 (considerando 7 puntos).
Variable dependiente; Concentración IL-8. Variable independíente:
Absorbancia a 450nm. Concentración 11-8= -10,342 + 61,4401.
Absorbancia. Rsq = 0,996
Medida de LTB4.
La cuantificación de leucotrieno B4 se realizó mediante un kit
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA) de
inmunoensayo enzímático (EIA) con un límite de detección de 13
pg/ml según el fabricante y reactividad cruzada con moléculas de la
familia de los leucotrienos menor de 0,01%. Las muestras de suero y de
condensado no liofilizado se analizaron sin diluir. 50pl de muestra se
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añadieron a un pocilio recubierto de IgG monoclonal de ratón por
anticuerpos monoclonales anti-LTB4 de conejo. Además de la
muestra se añadió a los pocilios un trazador de concentración
conocida (LTB4 conjugado al enzima acetilcolinesterasa) y un
antisuero con anticuerpos monoclonales anti-LTB4. Ambos LTB4
(conjugado y libre procedente de la muestra) se unen al antísuero y
compiten para unirse con los anticuerpos del pocilio (figura 12), La
medida final de absorbancia será debida a! LTB4 unido a
acetilcolinesterasa, obteniéndose una medida indirecta de la
concentración de leucotrieno B4 en las muestras, que será tanto más
elevada cuanto menos LTB4-acetilcolinesterasa se haya unido a los
anticuerpos de la placa.
Para revelar la presencia del LTB4 conjugado a acetilcolinesterasa se
añade, tras una noche de incubación y sucesivos lavados para
eliminar los reactivos sobrantes, el reactivo de Ellman (acetilcolina
más ácido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzóico), sustrato del enzima,
obteniéndose un producto cuyo pico de absorbancia se sitúa a
412nm (la medida se realizó a 405nm).
Los cálculos a realizar para obtener la concentración de LTB4 en las
muestras se realizaron sobre una plantilla de Cayman Chemical que
emplea como absorbancias del ensayo las resultantes de restar las
absorbancias correspondientes al blanco y a las uniones no
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específicas (NSB, correspondientes a un pocilio con buffer y trazador).
Este valor corregido de las absorbancias (B), dividido por Bo, (máxima
cantidad de trazador que es capaz de unir el antisuero). %B/Bo
representa la absorbancia de cada pocilio en relación a la máxima
unión trazador-antisuero.
Con los valores de %B/Bo de diluciones que tienen concentración
conocida Centre 3,9 y 500 pg/ml) de LTB4 se realizó una curva
estándar sobre la que se extrapolaron los valores de %B/Bo de las
muestras, obteniéndose así las concentraciones de LTB4 en las
mismas. (Figura 13)
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Se cubren los platillos con
anticuerpos monoclonalos
de ratón y se fijan con
una fórmula de protuinas.
Incubado con trazador,
antisuoru y muestra
estándar • dL-sconocida.
Anticuerpos monoclonales de ratón
^ ^ ^ Bloque de proteínas
• O AcetücoJinesterass unido a C~B4
Trazador
J^— Anticuerpo especifico para LTB4
O LTB4 libre
Lavado para eliminar
todos los reactivas que IÜJ
se han unido.
Revelado de los póculos
con el reactivo de EUman
Figura 12. Esquematización de la técnica de medida de LTB4.
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Figura 13. Curva de calibración del LTB4. Variable Independiente:
B/BO. Variable Dependiente: Concentración de LTB4. Concentración
de LTB4 = 180,141-194.B/BO. Rsq = 0,937
Medida de 8-lsoprostano.
La cuantificacion de 8-isoprostano (8-ISO) libre se realizó mediante un
kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA) de
¡nmunoensayo enzimático (EIA) con un límite de detección, en
nuestro estudio, de 5 pg/ml según el fabricante. Las muestras de suero
y de CAE no liofilizado se anafizaron sin diluir.
Se añadieron 50ul de muestra a un pocilio recubierto de IgG
84
Carlos Almonacid Sánchez: Tesis Doctoral
monoclonal de ratón afín por anticuerpos monoclonales anti-8-ISO de
conejo. Además de la muestra se añadió a los pocilios un trazador de
concentración conocida (8-ISO conjugado al enzima
acetílcolinesterasa) y un antisuero con anticuerpos monoclonales
anti-8-ISO. Ambos 8-ISO (conjugado y libre procedente de la muestra)
se unen al antisuero y compiten para unirse con los anticuerpos del
pocilio (ver esquema). La medida final de absorbancia será debida al
8-ISO unido a acetilcolínesterasa, obteniéndose una medida indirecta
de la concentración de leucotrieno B4 en las muestras, que será tanto
más elevada cuanto menos 8-ISO-acetilcolinesterasa se haya unido o
los anticuerpos de la placa (figura 14).
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Se cubren los platillos con
anticuerpos monoclonales
de ratón y se fijan con
una fórmula de proteínas.
Incubado con trazador.
antisuero y mutüjtni
estándar o desconocida.
Anticuerpos monoílonafes de ratón
Bloque d<? proteínas
• O Acetikoliresterasa unido a 8-ISO
Trazador
J _ Anpcuerpo especifico para 8-iSO
& libre
Lavado para eliminar
todos los reactivos que no
se han unido.
Revelado de los pocilios
con el roaetivo de Eliman
Figura 14. Esquematización de la técnica de medida del 8-ISO.
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Para revelar la presencia del 8-ISO conjugado a acetilcolinesterasa se
añade, iras una noche de incubación y sucesivos favados para
eliminar los reactivos sobrantes, el reactivo de Ellman (acetilcolina
más ácido 5,5'-ditio-bis-2-nítrobenzóico), sustrato del enzima,
obteniéndose un producto cuyo pico de absorbancia se sitúa a
412nm (la medida se realizó a 405nm).
En este caso la curva obtenida ai relacionar diluciones de
concentración conocida de 8-isoprostano con sus %B/Bo fue la
siguiente (figura 15):
too
00 } } ,6 .8 1.0 1.Í M 1.6
Figura 15. Curva de calibración del 8-isoprostano. Variable
independiente: B/BO. Variable dependiente: concentración de 8-
isoprostano. Concentración de 8-isoprostano = 4.8173. B/BOexp (-
2,6108). Rsq = 0.771.
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9.5 Tamaño de la muestra
Todo estudio lleva implícita en la fase de diseño la determinación del
tamaño muestral necesario para su ejecución. Existen fórmulas
sencillas que permiten calcular el tamaño muestral necesario para la
estimación de diversos parámetros. Sin embargo, hemos decidido en
base a las series revisadas en los trabajos publicados similares al
nuestro utilizar un número muy similar de pacientes para formar los
grupos que conforman la muestra. Es posible, en base a estos estudios
publicados, asumir que el tamaño de la muestra seleccionado es
adecuado para los objetivos del estudio.
9.6 Análisis estadístico:
La primera parte del estudio estadístico comprende un análisis
descriptivo y estratificado de todas las variables. En el caso de que la
variable a estudio siga una distribución Gaussiana y cumpla criterios
de homocedasticidad el análisis estadístico se llevará a cabo
mediante pruebas paramétricas presentando los variables
cuantitativas como la medra y la desviación estándar y las
cualitativas en forma de porcentaje. En el caso de no ser así se
utilizarán pruebas no paramétricas expresando las medidas de
tendencia central con la mediana y el rango intercuartil.
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Para estudiar las diferencias entre grupos de pacientes se empleará la
t d Student o la prueba ANOVA de 1 factor y posteríornnente el test de
Bonferroni o la T2 de Tamhane (adecuada en grupos con varianzas
distintas), en el caso que la variable a estudio siga una distribución
normal. En aquellas variables que sigan una distribución asimétrica
con varianzas heterogéneas o desiguales se utilizará ia U de Mann-
Whitney o la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn post hoc
para comparaciones múltiples para detectar diferencias entre los
distintos grupos. Para medir la relación entre las variables se utilizará el
coeficiente de correlación de Spearman o Pearson para variables
cuantitativas.
Un valor de p<0,05 será considerado como estadísticamente
significativo. Eí anáfisis de los datos se realizará mediante el paquete
estadístico SPSS 11.0 y G-Stat 2.0 para Windows.
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10. RESULTADOS
Características clínicas y funcionales
Las características demográficas de los pacientes se describen en la
tabla 8. El índice de masa corporal fue menor en los pacientes con
EPOC tipo A comparado con el resto de los grupos, si bien estas
diferencias no alcanzaron significación estadística. El grado de
limitación al flujo aéreo valorado por el FEV1 era similar en los dos
grupos diagnosticados de EPOC, no existiendo diferencias
significativas entre ambos, La capacidad de difusión pulmonar
corregida para el volumen alveolar estaba reducida en el grupo de
EPOC con predominio de enfisema comparado con el grupo con
predominio de bronquitis crónica y el control (p < 0.01). La puntuación
en la escala de disnea (MRC) era mayor en el grupo de pacientes
EPOC-A comparada con el grupo EPOC-B (p < 0.05) y el control (p <
0.01).
Fórmula leucocitaria en sangre
No se encontraron diferencias en el recuento total de leucocitos entre
los tres grupos (EPOC-A 7.3+1.4 xlO3 /mL; EPOC-B 8.1+2.0 xlO3 /mL;
controles 7.5+2.2 x!03 /mL; p > 0,05). Figura 16,
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Edad (años)
IMC (Kg/m2)
Paquetes/año
Fumadores activos
Disnea (escala MRC)
FEV1(L)
FEVI (%)
FVC(L)
FVC (%)
TLC (%)
RV (%}
TLCO (%)
TLC O/VA (%)
Controles
56 + 6
26 ± 3
>30
15/15
0.06+0.25
3.9+0.7
107+18
4.Ó2±O.7
104+13
99+14
107+39
102+24
113+18
EPOC-B
67 ± 8
27 + 4
>30
10/24
1,42+0.72
1.48+0,4
54+12
2.95+0.7
83+14
103±4
141+50
94+22
115+25
EPOC-A
68 + 9
24 ±4
>30
4/15
2.06+0.59
1.37+0.52
55+16
3.0+0.6
92+17
113+18
162+42
55+10
61 + 10
&
##
##
Tabla 8. Características clínicas y funcionales de los sujetos que
forman la muestra. IMC: índice de masa corporal. & p< 0.05 Entre
ambos grupos de EPOC. # p< 0,01 Entre ambos grupos de EPOC ##
p<0.000 Entre ambos grupos de EPOC
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Figura 16. Recuento de leucocitos en sangre C/mL).
El recuento de neutrófilos fue significativamente mayor en los
pacientes con EPOC que en el grupo control CEPOC-A 4.6+1.1 xlO3
/mL; EPOC-B 5.1 ±1.7 xlQ3
 / m L ; controles 4.1 + 1.5 xl03 /mL; p < 0,05).
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los dos
fenotipos de EPOC (p > 0.05). Figura 17.
El número de linfocitos estaba reducido en el grupo EPOC
comparado con el control (EPOC-A 1.9+0.5 xlQ3/mL; EPOC-B 2.1+0.6
xlO3 /mL; controles 2.6+0.8 xlO3 /mL; p < 0.05). Al igual que pasaba
con los neutrófilos no se encontraron diferencias estadísticamente
significativas entre los dos grupos con EPOC (p > 0.05). Figura 18.
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14
Control
Figura 17, Recuento de neutrófüos en sangre (/mL).
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Figura 18. Recuento de linfocitos en sangre (/mL)
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No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el
recuento de eosinófilos entre los tres grupos (EPOC-A 0.17+G.09 xiO3
/mL; EPOC-B 0.2+0.1 xlO3 /mL; controles 0.18±0.l *103 /mL; p > 0.05)
como se muestra en el gráfico de cajas. Figura 19.
• • •
Figura 19. Recuento de eosinófilos en sangre (/mL).
Niveles de proteína C reactiva de alta sensibilidad
No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en los
niveles de proteína C reactiva de alta sensibilidad (PCF?) entre los
pacientes con EPOC y el grupo control (EPOC A 3.5+5.4 mg/L; EPOC-B
7.1 ±13 mg/L; control 2,1+1.5 mg/L; p > 0.05). Tampoco se encontraron
diferencias significativas considerando como un único grupo los
pacientes con EPOC (EPOC-A y B 5.7±11.2 mg/L; control 2.1 ±1,5 mg/L;
p>0.05). Figura 20 y 21.
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HF X-fi
Figura 20. Niveles de proteína C reactiva en sangre (mg/L).
A y 3
Figura 21. Niveles de proteína C reactiva en sangre (mg/L)
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Inmunoglobulina E total
No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los
tres grupos (EPOC-A 43±53 mg/L; EPOC-B 134+168 mg/L; control
193+240 mg/L; p > 0,05). Figura 22.
Control EPOC-B
Figura 22. Niveles de Ig E total en sangre (mg/L).
Valores del fibrinógeno en sangre
Los niveles de fibrinógeno estaban aumentados en los pacientes con
EPOC comparado con los controles (EPOC-A 350+102 mg/dL; EPOC-B
348±183 mg/dL; control 247±118 mg/dL; p = 0.03), si bien no se
encontraron diferencias entre ambos fenotipos de EPOC (p > 0.05).
Figura 23.
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8001
Control B=>OC-B EPOC-P
Figura 23. Niveles de fibrinógeno en sangre Cmg/dL).
Valores de hemoglobina (Hb) y proteínas totales
Los niveles de hemoglobina (EPOC-A 14.8±1.4 g/dL; EPOC-B 14.7+5
g/dL; control 15.6+1.1 g/dL; p = 0.08; figura 24) y de proteínas totales
(EPOC-A 73.2+4.8 g/L; EPOC-B 69.1 + 16.5 g/L; control 7Q.8±3.ó g/L; p =
0.44; figura 25) fueron similares en los tres grupos no encontrando
diferencias significativas.
96
Carlos Almonacid Sánchez: Tesis Doctoral
A U '
25'
20'
15'
5
Control EPOC-B
1£
EPÜC-A
Figura 24. Niveles de hemoglobina (g/dL).
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Figura 25. Niveles de proteínas totales en sangre (g/L).
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Niveles de interleucina 8 (IL-8) en sangre.
Los niveles de IL-8 en suero estaban más elevados en los pacientes
con EPOC comparado con los controles (EPOC-A 27.7+14.1 pg/mL;
EPOC-B 29.Ó+3.5 pg/mL; control 13.4±7.8 pg/mL; p = 0.003). El fenotipo
en el que predominaba el enfisema era el que tenía unos niveles más
altos y aunque no se logró alcanzar la significación estadística (p =
0.06) existe una tendencia que posiblemente con una muestra más
grande sí se hubiese alcanzado. Figura 26.
5
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Figura 26. Niveles de interleucina 8 en sangre (pg/ml).
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Niveles de leucotrieno B4 (LTB4) en sangre
Los niveles de LTB4 estaban significativamente más elevados en el
grupo control y EPOC con predominio de bronquitis crónica
comparado con el grupo EPOC en el que predominaba el enfisema
(EPOC-A 12.6+21.8 pg/mL; EPOC-B 33.9+25.15 pg/mL; control 27.5+26.5
pg/mL: p = 0,004).
100
EPOC-A
Figura 27. Niveles de leucotrieno B4 en sangre Cpg/ml).
Niveles de 8 isoprostano (8-ISO) en sangre
Los niveles de 8-ISO estaban ligeramente aumentados en el grupo
EPOC-B comparado con los otros grupos EPOC-A y control aunque no
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se encontraron diferencias estadísticamente significativas (EPOC-A
3.9+10.1 pg/mL; EPOC-B 6.5+9.2 pg/mL; control 3.0±5.8 pg/mL; p =
0.09).
en
re
"O
-5
Control
Figura 28. Niveles de 8 isoprostano en sangre (pg/ml),
Volumen del condensado recogido
Se prestó especial interés en la metodología para que no variase la
duración de la prueba (15 minutos), las condiciones de temperatura y
humedad, así como la técnica de recogida, La cantidad de
condensado recogido fue muy similar en todos los grupos (EPOC-A
1.8±0,7 mi; EPOC-B 2.4+1.2 mi; control 2.0+0.8 mi; p > 0.05) no
encontrando diferencias significativas. Figura 29.
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Control B^OC-A
Figura 29. Volumen de condensado recogido (mi).
Valores del pH en el condensado de aire exhalado
Los valores del pH eran inferiores en los pacientes diagnosticados de
EPOC comparados con los controles como puede apreciarse en el
gráfico (pH EPOC-A 5.7±0.3. EPOC-B 5.9+0.5; control 6.3+0,6; p - 0.03),
sin embargo no se encontraron diferencias ertre os diferentes
fenotipos de EPOC (p > 0.05). Los valores obtenidos se encuentran un
punto por debajo de los resultados presentados en otras
publicaciones. Esto probablemente se deba a que nosotros no
desaireamos la muestra.
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Figura 30. Valores del pH en el condensado.
Niveles de IL-8 en el condensado de aire exhalado
Los niveles de la IL-8 estaban disminuidos en el grupo EPOC-A, siendo
apenas detectables. comparado con el grupo EPOC-B y control. Estas
diferencias fueron significativas (EPOC-A 0.34±0.ó9 pg/mL; EPOC-B
2.4+3.1 pg/mL; control 3.1+4.6 pg/mL; p = Q.QOó) No se encontraron
diferencias entre el fenotipo con predominio de bronquitis crónica y
los controles (p > 0.05). Figura 31.
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EFOOB EPOC-A
Figura 31. Niveles de inferleucina 8 en el condensado.
Niveles de LTB4 en el condensado de aire exhalado
No se encontraron diferencias significativas en los niveles de LTB4 en el
condensado recogido en los fres grupos (EPOC-A 0.42±1.29 pg/mL;
EPOC-B 1.1 ±1.9 pg/mL control 0.9±l .3 pg/mL; p > 0.05). Figura 32.
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Figura 32. Niveles de leucotrieno B4 en el condensado.
Niveles de 8-ISO en el condensado de aire exhalado
Los niveles de 8-ISO estaban disminuidos en el grupo EPOC-A
comparado con el resto de los grupos siendo estas diferencias
significativas (EPOC-A 0.0ó±0,2ó pg/mL; EPOC-B 1.7+3.0 pg/mL; control
1.9±2.8 pg/mL; p = 0.01). Figura 33.
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Figura 33 . Niveles de 8 isoprostano en el condensado.
Relaciones entre las variables
Los niveles de IL-8, LTB4 y de 8-ÍSO en el CAE se correlacionaron
significativamente con los valores de TLCO/VA% (r = 0.30, p<0.05; r
=0.29, p < 0.05; y r = 0.46; p < 0.01 respectivamente) pero no con el
FEV1, Existió una correlación negativa significativa entre IL8 (r - - 0.31;
p < 0.05) y 8-ISO (r = - 51; p < 0.001) en suero y CAE. Sin embargo, esta
correlación no fue significativa para LTB4. No se demostraron
diferencias significativas para IL-8, LTB4. o 8-ISO en suero y CAE entre
fumadores activos y ex-f urna dores.
105
Carlos Almonacid Sánchez: Tesis Doctoral
Observamos también una correlación inversa entre la puntuación
general de enfisema en la radiografía de tórax y los valores de
TLCO/VA% (r = - 0.770, p < 0.001), FEV1 (r = - 0.381, p < 0.05), IMC (r =
0.316, p < 0,05), LTB4 en sangre (r = 0.359, p < 0,01) y 8-ISO en
condensado respectivamente (r = - 0.293, p < 0,05). Existía una
correlación directa entre la puntuación radiológica y el VR (r = 0.310,
p < 0.05). la escala de disnea (r = 0.597, p < 0,001) y el índice paquete
año (r = 0.350; p<0.01).
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11. DISCUSIÓN
En nuestro estudio observamos que los pacientes analizados con una
limitación crónica al flujo aéreo similar manifiestan niveles de
inflamación diferentes dependiendo de la presencia o ausencia de
enfisema, Los pacientes fueron seleccionados en base a criterios
funcionales (FEVi < 80% y FEVi/FVC < 70%). Utilizamos estos criterios ya
que definen a la mayoría de los pacientes con EPOC, Los pacientes
fueron divididos en diferentes fenotipos en función sus características
clínicas, técnicas de imagen y funcionales (KCO),
La edad de los pacientes diagnosticados de EPOC era
prácticamente idéntica en ambos fenotipos. En los pacientes en los
que predominaba el enfisema los valores del ÍMC eran más bajos y los
valores en la escala de disnea eran más altos que los de los pacientes
con predominio de bronquitis crónica.
Los síntomas de bronquitis crónica estaban presentes en todos los
pacientes con fenotipo de bronquitis crónica pero no en los
pacientes con fenotipo de enfisema.
Los pacientes con predominio de bronquitis crónica tenían unos
valores del FEVi y FEVi/FVC similares a los pacientes en los que
predominaba el enfisema. Los valores de TLC y RV estaban
ligeramente aumentados en los pacientes con enfisema aunque las
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diferencias no alcanzaron la significación estadística. Los valores de la
DLCO y sobre todo la KCO eran mucho más bajos en los pacientes
con predominio de enfisema comparado con el otro grupo en el que
predomina ei fenotipo de bronquitis crónica, siendo estas diferencias
estadísticamente significativas.
La capacidad de difusión de CO corregida para volumen alveolar
(KCO) ha demostrado ser, junto con las técnicas de imagen,
especialmente la tomografía axial computarizada de alta resolución,
una herramienta útil a la hora de clasificar estos fenotipos (25-28). En
nuestro estudio los valores de KCO estaban sólo disminuidos en los
pacientes con predominio de enfisema. La disminución de la KCO es
una anormalidad fisiológica relacionada con el enfisema y se ha
demostrado que se correlaciona con ¡a extensión del enfisema.
Encontramos también una correlación inversa entre los valores de la
KCO y el consumo de cigarrillos expresado por el índice paquete año.
En relación a las pruebas de imagen, se ha demostrado que la
radiografía de tórax convencionai es útil para la valoración clínica del
enfisema (129), El hecho de que en este estudio se haya obtenido
una puntuación mayor en la radiografía de tórax para enfisema y una
menor para los pacientes con predominio de bronquitis crónica
confirma que esta prueba también puede ser de utilidad para
diferenciar estos fenotipos. La radiografía de tórax convencional es
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utilizada de forma rutinaria en la valoración de los pacientes con
EPOC. Sin embargo, su utilidad en la valoración del enfisema es
todavía controvertida. La mayoría de las controversias que existen
respecto a esta técnica tienen su origen en que los resultados
obtenidos procedían de estudios en los que se comparaban las
imágenes de las radiografías con el examen postmortem de
pulmones hiperinsuflados (130-134). El acuerdo entre la evaluación
radiológica y patológica del enfisema varía de excelente (131-132) a
pobre (130, 134) dependiendo de la selección de los pacientes y
criterios radiológicos utilizados para diagnosticar enfisema. Durante los
últimos 10 años la tomografía axial computerizada (TC) ha
confirmado que es el método de imagen más sensible para
diagnosticar a ios pacientes de enfisema in vivo, Estas conclusiones
se basan en los resultados de varios estudios que utilizan un método
de análisis cualitativo y cuantitativo de imágenes de TC y las
comparan con estudios histológicos de piezas de pulmón obtenidos
en actos quirúrgicos o en autopsias. Desafortunadamente en estos
estudios no se incluyó la radiografía de tórax convencional como
parte deí protocolo o no se detallaron los resultados en los artículos
publicados (135-138). Aunque la TC es superior a la radiografía de
tórax convencional en la detección del enfisema leve es
cuestionable si debería sustituir a la radiografía convencional en la
evaluación clínica del enfisema en los pacientes con EPOC. En et
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artículo de Miniati se demuestra que la información obtenida de la
lectura de una radiografía de tórax utilizando una metodología
adecuada y apoyada por otras variables, tanto clínicas como
funcionales, son tan valorables como la información obtenida
mediante una TC (129). Estos hallazgos son relevantes en la relación
coste beneficio ya que la radiografía de tórax es con mucho más
barata y asequible. Además, la dosis de radiación que recibe el
sujeto es mucho menor. En base a esto la radiografía sigue siendo el
método de elección para evaluar en los pacientes con EPOC la
presencia o ausencia de enfisema apoyado por la prueba de difusión
de CO corregida para VA, quedando reservada la TC de tórax para
situaciones especiales como previa a la cirugía de resección de
volumen, bullectomía y transplante pulmonar.
Otros autores han confirmado ya con anterioridad las diferencias que
existen entre diferentes fenotipos de EPOC utilizando técnicas de
imagen como la TC de tórax y parámetros clínicos para clasificar los
fenotipos de EPOC, confirmando la existencia de diferencias
constitucionales entre los pacientes con predominio de bronquitis
crónica y enfisema (139-140).
En nuestra muestra las concentraciones de marcadores inflamatorios
estaban elevadas en el suero de los pacientes diagnosticados de
EPOC. El recuento de neutrófilos, los niveles de fibrinógeno y los
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niveles de IL-8 estaban aumentados comparados con el grupo
control. Los niveles de LTB4 eran mayores en el grupo control y EPOC
con predominio de bronquitis crónica comparado con los que tenían
predominio de enfisema,
Las interleucinas juegan un papel muy importante en la cadena de la
inflamación, siendo de especial interés la IL-8 en los pacientes
diagnosticados de EPOC, La IL-8 es un mediador inflamatorio que
interviene en la activación de sustancias quimiotácticas y de
activación de neutrófilos. Esto puede explicar porqué el número de
neutrófilos se encuentra elevado en este tipo de pacientes.
El LTB4 también actúa como mediador inflamatorio y quimiotáctico
estimulando !a formación de radicales libres y la liberación de
enzimas lisosómicas. En otros estudios también se han descrito niveles
elevados de LTB4 en fumadores sanos comparado con no fumadores
aunque a niveles más bajos que los pacientes con EPOC (83). En
nuestro estudio también se confirman estos hallazgos, pero a la hora
de dividir los pacientes con EPOC en dos fenotipos diferentes
volvemos a encontrar diferencias. Los niveles en los pacientes con
enfisema eran incluso más bajos que en los fumadores sanos. En los
estudios previamente mencionados no se subdividió a los pacientes
con EPOC en sus dos fenotipos principales lo cual puede explicar
estas diferencias. En el suero del grupo con predominio de bronquitis
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crónica también estaban aumentados los niveles de 8-iSO
comparados con el resto, pero no alcanzó significación estadística.
En el condensado de aire exhalado llama la atención que tanto los
marcadores de inflamación (IL-8) como de estrés oxidativo (8-ISO)
estaban disminuidos en el grupo con enfisema comparado con el
resto de los grupos.
Los valores del pH del condensado estaban disminuidos en los grupos
con EPOC comparado con los controles, no existiendo diferencias
entre ambos fenotipos. Los resultados obtenidos concuerdan con el
de otros estudios previamente publicados, en los que se confirma la
existencia de un pH más ácido en los pacientes con EPOC
comparado con los controles (83). Los valores obtenidos del pH eran
inferiores proporcionalmente en todos los grupos a los valores que se
han publicado en otros trabajos (92). Esto se podría explicar porque el
condensado no fue procesado (gaseado con helio) antes de su
análisis para evitar la potencial pérdida de marcadores inflamatorios,
Estos resultados junto con la falta de correlación positiva entre los
valores de IL-8, LTB-4 y 8-ISO en el condensado y suero sugiere que los
niveles de marcadores y estrés oxidativo pueden ser diferentes a nivel
local y sistémico.
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Hasta el momento, todos los estudios que han analizado la respuesta
inflamatoria y el grado de estrés oxidativo en pacientes con EPOC no
han tenido en cuenta las diferencias en las lesiones en el parénquima
y en las vías aéreas que puedan traducirse en una respuesta
inflamatoria diferente a nivel local y sistemico.
Si el origen de la inflamación sistémica se localiza en el pulmón esto
justificaría por qué el uso de una medicación antiinflamatoria, como
los corticoides inhalados, presenta una respuesta antiinflamatoria a
nivel sistemico- El enfisema se caracteriza por la pérdida del
parénquima pulmonar, alvéolos, capilares y pequeñas vías aéreas, lo
que podría interpretarse como una menor carga inflamatoria y estrés
oxidativo a nivel sistemico. Sin embargo, los hallazgos obtenidos en
nuestro estudio no apoyan esta hipótesis ya que la carga inflamatoria
representada por el número de neutrófilos, fibrinógeno, proteína C
reactiva e IL-8 era similar en ambos grupos a excepción del LTB4 que
era inferior.
Otra posibilidad es que el origen de la inflamación a nivel pulmonar
tuviese un origen sistemico. Nuestros resultados confirman que existen
diferencias entre los grupos con EPOC y los controles a nivel sistemico,
pero no encontramos diferencias entre los dos fenotipos de EPOC. Sí
se encontraron diferencias entre los dos fenotipos de EPOC en ios
marcadores inflamatorios en el condensado, estando prácticamente
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ausentes en los pacientes con enfisema y de ser el origen de la
inflamación sistémica es lógico pensar que en ambos grupos
deberían estar elevados.
Una tercera posibilidad es que el origen de la inflamación tanto a
nivel local como sistémico fuesen los componentes del humo del
tabaco. Algunos autores han demostrado que el consumo de
cigarrillos asociado a un FEV1 reducido se relaciona con un aumento
de los marcadores inflamatorios a nivel sistémico y complicaciones
donde se incluyen la caquexia y aumento de la morbilidad y
mortalidad cardiovascular. Abandonar el consumo ha demostrado
que ayuda a reducir los niveles en sangre de algunos marcadores,
pero esta medida por sí misma es insuficiente para normalizar
completamente los niveles en sangre de la PCR y otros
biomarcadores inflamatorios, una vez que el deterioro de la función
pulmonar se ha establecido (141,142). En nuestro estudio no
encontramos diferencias significativas entre IL-8, LTB4 y 8-ISO en el
suero y el condensado de fumadores activos y exfumadores.
Además, los marcadores inflamatorios en el grupo control que eran
todos fumadores estaban disminuidos, lo cual no apoya esta hipótesis,
si bien estas personas no habían desarrollado obstrucción al flujo
aéreo.
La inflamación, tanto a nivel local como sistémico, por sí misma no
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explica de forma satisfactoria la evolución de los pacientes con
enfisema. Los principales mecanismos que hoy en día se piensa que
son responsables del origen y progresión del enfisema incluyen la
hipótesis de proteasas-antiprofeasas, inflamación, estrés oxidativo y
remodeíado de la matriz (143). Es posible que estos no sean procesos
completamente distintos y que cada uno contribuya al desarrollo de
una enfermedad compleja. Durante los últimos años se ha hecho un
gran esfuerzo para describir los procesos inflamatorios en el enfisema,
no obstante, es posible que la inflamación pueda actuar como un
desencadenante de una cascada de acontecimientos que culminan
con la destrucción del tejido pulmonar, que es lo más característico
de esta enfermedad. Existen mecanismos complejos en los que la
inflamación, el remodelado, las fuerzas mecánicas y las alteraciones
de la matriz, especialmente de las fibras colágenas, van a jugar un
papel muy importante en la progresión de la enfermedad,
Por lo tanto, es posible que tanto la respuesta local como sistémica
puedan tener características específicas y ser relativamente
independientes de! humo de! tabaco. Una vez desencadenada la
cascada inflamatoria por el humo del tabaco a nivel local ésta
puede persistir a pesar de abandonar el consumo del mismo como se
ha demostrado en estudios previos (141).
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EL uso de corticoides inhalados (Cl) en base a que la EPOC es una
enfermedad inflamatoria proporciona un uso racional de los mismos,
de hecho, en Estados Unidos, es una de las principales medicinas
prescritas en este tipo de pacientes. No obstante, los corticoides
incluso a altas dosis, ya sean inhalados o por vía sistémica, no
suprimen el componente inflamatorio en este tipo de pacientes
(144,145). Esta falta de efecto puede deberse al hecho de que los
corticoesteroides aumenten la supervivencia de los neutrófilos y no
supriman la inflamación en la EPOC (146,147). Los estudios con
corticoides inhalados no han demostrado que eviten la progresión de
la enfermedad (148-150). Sin embargo, varios estudios han
demostrado los efectos beneficiosos de los corticoides inhalados
reduciendo los síntomas, disminuyen el número y la gravedad de las
exacerbaciones, mejoran la función pulmonar y la calidad de vida
(151- 159). Existen datos a favor de que los corticoides inhalados
puedan mejorar la supervivencia de estos pacientes, si bien estos
datos quedan pendientes de ser verificadas por otros estudios, como
es el estudio TORCH (160). No obstante en todos estos trabajos de
investigación no se fenotipo a los pacientes,
Se ha demostrado que el uso de corticoides inhalados puede interferir
en los resultados de los mediadores hallados en el condensado de los
pacientes asmáticos, esto es más controvertido en los pacientes con
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EPOC (83), Los estudios que han analizado el efecto de los corticoides
inhalados sobre los marcadores inflamatorios (pH, PGE2 y LTB4)
aislados en el condensado no han encontrado diferencias entre los
pacientes que recibían dicho tratamiento y los que no. No obstante,
todos nuestros pacientes recibían tratamiento con corticoides
inhalados y el impacto de este tratamiento fue poco relevante en los
niveles de mediadores analizados en el condensado.
Nuestro estudio debe considerarse un estudio piloto y teniendo en
cuenta sus limitaciones, sugiere que para el mismo grado de
limitación al flujo aéreo los pacientes con enfisema tienen unos niveles
de marcadores inflamatorios menores que los pacientes con
predominio de bronquitis crónica. Esto puede justificarse por la
destrucción del parénquima, vasos y pequeñas vías aéreas y
también puede explicar porqué estos pacientes responden peor al
tratamiento.
Aunque en los pacientes con EPOC los dos componentes de
limitación al flujo aéreo, enfermedad de la pequeña vía aérea
(bronquiolitis obstructiva) y destrucción del parénquima pulmonar
(enfisema) a menudo coexisten, podría ser clínicamente relevante
distinguir a los pacientes con un fenotipo en el que predomina el
enfisema. Por este motivo, puede considerarse una limitación
importante de este estudio que actualmente no existe ningún punto
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de corte bien establecido que nos permita distinguir entre EPOC tipo
enfisema o bronquitis crónica. No obstante, en el diseño de nuestro
estudio se seleccionaron a casos bien definidos intentando evitar al
máximo el solapamiento entre ambos fenotipos.
Otra limitación a tener en cuenta, es que hasta el momento la
técnica de recogida y análisis del condensado de aire exhalado no
ha sido estandarizada, si bien se ha realizado un gran esfuerzo en los
últimos años en depurar la técnica que ha concluido en una reciente
publicación de consenso por Darte de la Sociedad Europea y
Americana de Neumología y Cirugía Torácica (92). También hemos
comprobado que los kit de análisis utilizados hasta el momento han
sido diseñados para el estudio de marcadores séricos, siendo la
concentración de los mismos muy inferior en el condensado por lo
que algunos autores (83) recomiendan mejorar la sensibilidad de los
kit de ELISA utilizados para el análisis de los marcadores inflamatorios y
de estrés oxidativo.
El uso de técnicas no invasivas como el análisis del esputo inducido y
del óxido nítrico exhalado ha demostrado ser de utilidad para el
estudio de la inflamación en enfermedades pulmonares que cursan
con limitación al flujo aéreo. El análisis del condensado de aire
exhalado ha levantado numerosas expectativas por su facilidad de
obtención y posibilidad de ser utilizada en cualquier paciente, pero
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es una técnica en la que tanto la estandarización del procedimiento
de recogida como de los sistemas de análisis deben ser mejorados.
Otro factor a tener en cuenta es eí tiempo utilizado en el análisis de
las muestras que limita su uso en la práctica clínica diaria. La
incorporación de analizadores al condensador que permitan y
aceleren la detección de los marcadores de inflamación y estrés
oxidativo (pH, H2O2) facilitaría la posibilidad, una vez estandarizada la
técnica, de ser incorporados a la práctica clínica.
Distinguir los diferentes fenotipos que forman parte de la EPOC puede
ser útil en la práctica clínica ya que podría ayudarnos a definir mejor
la historia natural de la enfermedad, así como a enfocar mejor las
estrategias diagnósticas y terapéuticas para los diferentes fenotipos
de EPOC.
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12. CONCLUSIONES
1. Los resultados de este estudio sugieren que en una población
homogénea de pacientes con EPOC la presencia de un
predominio enfisematoso disminuye el nivel de inflamación y de
estrés oxidativo en el pulmón.
2, Aunque en la práctica clínica existe un elevado número de
pacientes con un importante grado de solapamiento, en los
que las diferencias pueden no ser tan evidentes, tener en
consideración estos hallazgos puede ser relevante para poder
interpretar todos los aspectos relacionados con la patogenia y
respuesta al tratamiento de estos pacientes.
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